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近年 来 , 随 着 生物 化 学 与 分 子 生 物 学 的 迅猛 发 展 , 酶 的 理论 研究 和 应 用 研究 都 取得 了 突破 性 的 
进展 。 为 满足 人 们 对 酶 研究 教学 和 实际 应 用 研究 的 需要 ,我 们 以 华东 理工 大 学 硕士 研究 生 专 业 讲 
义 《 酶 学 ?为 主要 内 容 ,经 多 次 修改 和 补充 编写 成 此 蔬 。 由 于 酶 涉及 的 领域 十 分 宽广 ,故我 们 在 编写 
过 程 中 对 章节 的 安排 内 容 的 新 颖 性 、 深 度 和 广度 等 方面 都 作 了 适当 的 调整 。 本 书 力求 在 重点 介绍 
酶 的 基础 理论 和 实际 应 用 的 基础 上 ,努力 描绘 现代 酶 学 的 概 箔 和 特点 ,并 反映 酶 学 近年 来 研究 的 最 
新 进展 。 

本 书 共 分 14 章 , 其 中 第 一 章 “ 酶 的 分 离 工 程 "是 根据 我 本 人 主编 的 《应 用 酶 学 ?中 “ 酶 的 分 离 与 
纯化 “一 章 改 写 的 ;第 二 章 至 第 四 章 由 华东 理工 大 学 赵 健 副 教授 编写 ,其 中 “ 酶 活性 部 位 柔性 "一 节 
由 中 科 院 上 海 生 化 所 胡 红 雨 博士 编写 ;第 十 章 由 举 玉 敏 副教授 编写 ;第 九 章 和 第 十 三 章 由 中 科 院 上 
海 生化 所 李文杰 教授 编写 ;第 十 二 章 由 清华 大 学 生命 科学 与 技术 系 周 海 梦 教授 编写 ;第 十 四 章 由 上 
海 医 科大 学 陈 惠 黎 教 授 编写 ;其 余 由 我 本 人 编写 。 在 此 要 特别 指出 的 是 ,我 编写 的 第 六 至 第 八 章 是 
我 当年 与 王 维 育 副 教授 共同 为 研究 生 所 讲授 的 部 分 内 容 ,现在 他 业已 退休 ,我 在 此 向 他 表示 庄 心 感 
谢 ! 在 此 我 还 要 感谢 在 本 书 编写 过 程 中 给 我 帮助 的 专家 、 教 授 及 我 的 学 生 。 

由 于 本 人 水 平 有 限 , 书 中 难免 存在 不 妥 和 错误 ,恳切 希望 广大 读者 、 专 家 批评 指正 。 
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酶 的 分 离 纯化 工作 ROT. RAIA A ISA. 
个 特定 酶 的 提纯 往往 需要 通过 许多 次 小 实验 进行 摸索 ,很 少 有 通用 的 规律 可 循 。 酶 的 纯化 过 程 与 
一 般 的 蛋白 质 纯 化 过 程 相 比 , 又 有 其 本 身 独 有 的 特点 :一 是 特定 的 一 种 酶 在 细胞 中 的 含量 很 少 ;二 
是 酶 可 以 通过 测定 活力 的 方法 加 以 跟踪 ,前 者 给 纯化 带 来 了 困难 ,而 后 者 却 能 使 我 们 迅速 找 出 纯化 
过 程 的 关键 所 在 。 

酶 的 纯化 过 程 一 般 包 括 下 列 步骤 。 


1.1 sy BS ten A 


1.1.1 建立 一 个 可 靠 和 快速 的 测 活 方法 


测 活 方法 的 可 靠 性 主要 表现 在 方法 专 一 ` 灵 人 敏 精确 和 简便 上 。 测 活 方法 的 高 灵敏 性 准确 性 
在 分 离 纯 化 的 初始 阶段 尤为 重要 ,因为 如 果 测 活 方法 不 可 靠 ,那么 很 可 能 连 酶 在 哪 一 部 位 存在 ,到 
底 有 没有 该 酶 这 样 简单 的 问题 都 无 法 回答 。 
”测定 酶 活力 的 方法 是 否 经 济 , 也 很 重要 。 如 果 某 种 酶 的 测 活 试剂 昂贵 , 且 难 以 得 到 ,所 需 仪 器 
价格 又 高 ,那么 ,除非 实验 室 有 足够 实力 ,否则 ,必须 另外 选择 恰当 的 测 活 方法 。 如 在 我 国 , 并 不 是 
所 有 实验 室 都 能 用 放免 法 HPLC 法 、 核 磁 共 振 (NMR) 法 等 测定 酶 活 的 。 

酶 活力 的 测定 方法 越 简单 ,纯化 过 程 中 所 需 等 待 的 时 间 就 越 短 ,就 越 能 够 减少 酶 自然 失 活 给 纯 
化 带 来 的 不 利 影响 。 可 以 说 ,一 个 好 的 测 活 方法 的 建立 ,就 是 整个 纯化 工作 成 功 的 一 半 。 


1.1.2 酶 原料 的 选择 


通常 ,为 了 使 纯化 过 程 容易 进行 ,总 是 选择 目的 酶 含量 丰富 的 原料 。 当 然 也 要 考虑 原料 的 来 
源 、 取 材 方便 、 经 济 等 因素 。 例 如 分 离 纯化 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SOD)、 尽管 在 动物 肝 、 肾 \ 心 等 器 官 内 
含量 十 分 丰富 ,而 血液 中 含量 较 少 ,但 考虑 到 取材 易 、 价 廉 及 预 处 理 方便 等 因素 ,在 实际 应 用 中 还 是 
选择 红细胞 。 

目前 ,利用 动 、 植 物 细胞 体外 大 规模 培养 技术 ,可 以 大 量 获得 极为 珍贵 的 原材料 (例如 人 参 细 
胞 ` 茶 些 昆 虫 细 胞 等 ) ,用 于 酶 的 分 离 纯化 。 利 用 基因 工程 重组 DNA 技术 ,能够 使 某 些 在 细胞 中 含 
量 极 微 的 酶 的 纯化 成 为 可 能 。 例 如 ,大 肠 杆 菌 胞 内 芳香 族 氨基 酸 的 合成 需要 EPSP 合成 酶 (丙酮 酰 
莽 草 酸 磷酸 合成 酶 ) 的 参与 。 现 已 分 离 出 这 种 酶 的 基因 并 重组 人 多 拷贝 质粒 pAT153 ,将 此 质粒 转 
和 人 大 肠 杆菌 ,产生 一 种 比 野生 型 大 肠 杆菌 株 高 100 倍 的 含 EPSP 的 合成 酶 的 新 菌株 。 


1.1.3 酶 的 提取 


除 在 体液 中 提取 酶 或 胞 外 酶 外 ,一 般 都 要 选用 适当 的 方法 ,将 含 目的 酶 的 生物 组 织 破 碎 , 促 使 
酶 增 溶 溶解 ,最 大 程度 地 提高 抽 提 液 中 酶 的 浓度 。 
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1.1.4 酶 的 提纯 


酶 的 提纯 步骤 一 般 可 先 根据 酶 分 子 溶解 度 的 性 质 , 选 用 适宜 的 沉 洽 方 法 (如 盐 析 ` 有 机 溶剂 沉 
BES) ,将 目的 酶 分 级 沉淀 , 制 得 粗 酶 ,再 根据 酶 分 子 的 大 小 .电荷 性 质 , 亲 和 专 一 性 等 ,应 用 离心 \ 层 
BT HK Aaa IK ,将 酶 纯化 。 

评价 分 离 提 纯 方 法 好 坏 的 指标 有 两 个 :一 是 总 活力 的 回收 率 ;二 是 比 活力 提高 的 倍数 。 总 活力 
的 回收 率 , 反 映 了 提纯 过 程 酶 活力 的 损失 情况 ,而 比 活力 的 提高 倍数 则 反映 了 纯化 方法 的 效率 。 纯 
化 后 比 活力 提高 越 多 ,总 活力 损失 越 少 , 则 纯化 效果 就 越 好 。 实 际 上 ,纯化 倍数 与 回收 率 不 可 能 两 
者 兼顾 ,应 根据 具体 情况 作 相应 取舍 。 整 个 纯化 过 程 可 采用 表格 记录 ,如 表 1- 1 所 示 。 


表 1-1 酶 的 提纯 过 程 记 录 格 式 


(设想 的 提纯 步骤 ) 
总 体积 | 蛋白 浓度 | 蛋白 总 量 | 酶 浓度 | 总 活力 | 产 率 
mg 
ml u lo 

(ml) | (mg/ml) | (mg) | (u/ml) 蛋白 (u) (%) 
粗 无 细胞 抽 提 液 1000 12 5 000 100 
50% 热 变性 除 杂 和 蛋白 1000 8 4 800 96 1.44 
硫酸 铵 分 级 (30% ~ 50%) Ha ALE Le a 
分 
DEAE - 凝 胶 层 析 pH 梯度 (第 50~ 60 管 ) 23.6 

经 透析 浓缩 
离子 交换 层 析 (DEAE -纤维 素 ) KC] 梯度 ie 
洗 脱 ,( 第 21~31 管 ) 经 透析 浓缩 
BEBE TUE ME EE G 一 100( 第 31 ~ 40 444 
管 ) 合 并 
1 200 


羟基 础 灰 石 层 析 , 酸 盐 梯 度 ( 第 15 ~ 18 
管 ) 合 并 


1.1.5 酶 的 纯度 检验 


习惯 上 , 当 把 酶 提纯 到 一 恒定 的 比 活 时 , 即 可 认为 酶 已 纯化 。 不 过 , 仍 还 需要 用 电泳 、 层 析 、 离 
心 等 方法 ,对 纯化 的 酶 进行 纯度 检验 。 如 果 在 相应 的 方法 ,达到 了 单一 的 区 带 、 斑 点 或 只 有 一 个 峰 ， 
则 认为 该 酶 达到 了 相应 方法 的 纯度 ,简称 为 电泳 纯 、 层 析 纯 等 。 

酶 分 子 具 有 复杂 而 精细 的 结构 。 因 此 ,在 纯化 过 程 中 ,应 尽量 避免 可 能 招致 酶 变性 ` 失 活 的 不 
利 因素 ( 热 . 重 金属 离子 、 蛋 白水 解 酶 .过 酸 或 过 碱 等 等 ) ,使 酶 自始至终 保持 天 然 活性 构象 , 以 达到 
最 佳 的 分 离 效 果 。 


1.2 了 酶 提取 方法 的 选择 


1.2.1 生物 材料 的 破碎 


各 种 生物 组 织 的 细胞 有 着 不 同 的 特点 ,在 考虑 破碎 方法 时 ,要 根据 细胞 性 质 和 处 理 量 , 采 用 合 
适 的 方法 。 表 2-2 列 出 了 常用 的 细胞 破碎 方法 。 
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表 1-2 细胞 破碎 方法 


技术 举例 原 理 

温和 型 | 

溶 胞 作用 细胞 膜 渗 透 压 破碎 

mf ya OE eA WB EE SSL 

化 学 溶解/ 自 溶 细胞 壁 被 部 分 化 学 试剂 溶解, 胞 内 溶解 酶 释放 

FISK 2 38 ls | 8 BR YE 

绞 碎 ( 麻 碎 ) Sa BY 9 
中 等 型 


剪 切 力 打破 大 的 细胞 , 剪 切 开 小 的 细胞 


高 速 组 织 的 碎 机 


加 有 研磨 剂 的 研磨 


(石英 砂 、 氧 化 铝 ) 微 磨擦 撕 破 细胞 


剧烈 型 


法 兰 西 压榨 器 细胞 被 高 压强 制 通过 小 孔 . 剪 切 力 破碎 细胞 

超声 作用 微型 高 压 声波 通过 剪 切 力 和 空 穴 作用 导致 细胞 破碎 
球磨 玻璃 珠 的 快速 振动 , 据 破 细胞 膜 

高 压 匀 浆 系 原理 同 法 兰 西 压榨 器 ,但 规模 较 大 


1.2.1.1 机 械 ( 匀 浆 ) 法 

利用 机 械 力 的 搅拌 , 剪 切 、 研 碎 细胞 。 常 用 的 有 高 速 组 织 的 碎 机 (Waring blender), EAR 
(国外 称 Manton - Gaulin) 玻璃 或 Teflon 研 棒 匀 浆 器 (国外 称 Potter - Elvehiem homogeniver) \ 高 速球 磨 
机 或 直接 用 研 钵 研磨 等 。 动 物 组 织 的 细胞 器 不 甚 坚固 、 极 易 匀 浆 ,一 般 可 将 组 织 剪 切 成 小 块 , 再 用 
匀 浆 器 或 高 速 组 织 的 碎 器 将 其 匀 质 化 。 匀 浆 器 一 次 处 理 容 量 约 50mL, 高 速 组 织 的 碎 器 容量 可 达 
500~ 1 000mL 左右 。 高 压 匀 浆 泵 非常 适合 于 细菌 真菌 (如 酵母 ) 的 破碎 , 且 处 理 容 量 大 ,一 次 可 处 
理 几 升 悬浮 液 ,一 般 循 环 2~3 次 ,足以 达到 破碎 要 求 。 

1.2.1.2 超声 波 法 

超声 波 是 破碎 细胞 或 细胞 器 的 一 种 有 效 手 段 。 经 过 足够 时 间 的 超声 波 处 理 , 细 菌 和 酵母 细胞 
都 能 得 到 很 好 的 破碎 。 若 在 细胞 悬浮 液 中 加 入 玻璃 珠 , 时 间 可 更 短 些 ,一 般 线粒体 经 过 125W 超声 
处 理 Smin 即 可 全 部 骨 解 。 超 声波 破碎 一 次 处 理 的 量 较 大 ,超声 效果 以 探头 式 超 声 器 较 水 浴 式 超声 
器 更 佳 。 超 声 处 理 的 主要 问题 是 超声 空 穴 局 部 过 热 引起 酶 活性 丧失 ,所 以 超声 振荡 处 理 的 时 间 应 
尽 可 能 短 ,容器 周围 以 冰 浴 冷却 处 理 , 尽 量 减 小 热效应 引起 的 酶 的 失 活 。 

1.2.1.3 Ame 

生物 组 织 经 冰冻 后 ,细胞 胞 液 结 成 冰晶 ,使 细胞 壁 胀 破 。 冻 融 法 所 需 设 备 简单 ,普通 家 用 冰箱 
的 冷冻 室 即 可 进行 冻 融 。 该 法 简单 易 行 ,但 效率 不 高 , 需 反 复 几 次 才能 达到 预期 的 破 壁 效果 。 如 果 
冻 融 操作 时 间 过 长 ,更 应 注意 胞 内 和 蛋白酶 作用 引起 的 后 果 。 一 般 需 在 冻 融 液 中 加 入 蛋白 酶 抑制 剂 ， 
如 PMSF( 45 FA Se ESL) 、 络 合剂 EDTA 还 原 剂 DTT( 二 硫 苏 糖 醇 ) 等 以 防 破坏 目的 酶 。 

1.2.1.4 渗透 压 法 

渗透 破碎 是 破碎 细胞 最 温和 的 方法 之 一 。 细 胞 在 低 活 透 溶液 中 由 于 渗透 压 的 作用 , 溶 胀 破碎 。 
如 红血球 在 纯 水 中 会 发 生 破 壁 溶血 现象 。 但 这 种 方法 对 具有 坚韧 的 多 糖 细胞 壁 的 细胞 ,如 植物 、 细 
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菌 和 霉菌 不 太 适 用 ,除非 用 其 他 方法 先 除去 这 些 细胞 外 层 坚 万 的 细胞 壁 。 

1.2.1.5 酶 消化 法 

利用 溶菌 酶 、 蛋 白水 解 酶 .糖苷 酶 对 细胞 膜 或 细胞 壁 的 酶 解 作 用 ,使 细胞 裔 解 破碎 。 将 革 兰 氏 
阳性 菌 (如 枯草 杆菌 ) 一 起 温 育 , 也 可 制 得 相应 的 原生 质 体 。 用 EDTA 与 革 兰 氏 阴 性 菌 ( 如 大 肠 杆 
菌 ) 一 起 温 育 ,也 可 制 得 相应 的 原生 质 体 。 几 丁 质 酶 和 3- 葡 聚 糖 酶 则 常用 于 水 解 曲 霉 面包 霉 等 的 
细胞 壁 。 酶 消化 法 常 与 其 他 破碎 方法 联合 使 用 ,如 在 大 肠 杆 菌 冻 融 液 中 加 入 溶菌 酶 就 可 大 大 提高 
破碎 效果 。 


1.2.2 抽 提 方法 


破碎 生物 组 织 一 般 在 适当 的 缓冲 液 中 进行 。 典 型 的 抽 提 液 由 以 下 几 部 分 组 成 : 
抽 提 液 = 离子 强度 调节 剂 + pH 组 冲剂 + “温度 效应 剂 ”+ 有 蛋白酶 抑制 剂 
(KC].NaCl FEF) (各 种 缓冲 液 ) «= CA. FRE) «= (PMSF. DIFP) 
+ PAAl + 重金 属 络 合剂 + TPA 
(DTT` 斑 基 乙 醇 ) (EDTA 柠檬 酸 ) (TritonX-100) 
细胞 胞 液 的 离子 强度 在 0.3molL 左右 ,所 以 通常 都 用 0.3molL 的 蔗糖 溶液 或 0.15molfE 的 KCl 


溶液 抽 提 。 如 有 蛋白酶 影响 较 大 , 则 应 改 用 离子 强度 低 于 0.0lmolL 的 KCl 抽 提 。 一 般 , 抽 提 生 物 膜 

中 的 酶 需 加 去 垢 剂 (如 Triton X- 100, 去 氧 胆 酸 盐 ) 等 增 溶剂 ,促使 酶 抽 提 ,而 抽 提 生物 膜 中 的 酶 需 

加 去 垢 剂 (如 Triton X- 100, 去 氧 胆 酸 盐 ) 等 增 溶剂 ,促使 酶 抽 提 ,最 后 再 透析 去 除 增 溶剂 ,恢复 酶 活 

性 。 抽 提 时 为 防止 过 冷 . 过 热 引 起 的 酶 分 子 变 性 失 活 , 可 加 入 适量 的 二 甲 基 亚 砚 、 甘 油 加 以 保护 。 
此 外 ,重金 属 离子 影响 和 氧化 失 活 作用 (如 酶 的 活性 中 心 有 开 基 等 ) 明 显 时 ,也 应 考虑 去 除 。 


1.3 酶 纯化 方法 的 选择 


酶 的 提纯 手段 一 般 都 是 依据 酶 的 分 子 大 小 \ 形 状 . 电 荷 性 质 ` 溶 解 度 专 一 结合 位 点 等 性 质 而 建 
立 的 。 要 得 到 纯 酶 ,往往 需要 将 各 种 方法 联合 使 用 。 表 1- 3 列 出 了 最 常用 的 纯化 方法 。 


表 1-3 常用 的 提纯 方法 


| Wo O% 
溶解 度 改变 离子 强度 改变 pH 温度 改变 介 电 常 数 
电荷 极 性 离子 交换 层 析 “色谱 聚焦 电泳 ”等 电 聚 焦 
大 小 或 重量 离心 分 离 BeBe Be 
下 亲 和 层 析 ”染料 配 体 亲 和 层 析 “免疫 吸附 层 析 
a FEET 


1.3.1 WADRBREWHAE 


1.3.1.1 KEBFBE 

蛋白 质 在 溶液 中 由 于 表面 带电 的 氨基 酸 残 基 与 溶剂 分 子 相 互 作 用 ,所 以 能 保持 溶解 状态 。 当 
加 入 盐 离子 时 ,蛋白 质 分 子 周 围 所 带电 和 荷 增加 ,促进 了 与 溶剂 分 子 的 相互 作用 ,溶解 度 增 加 ,这 种 现 
象 称 为 盐 溶 。 但 当 盐 浓度 继续 加 大 时 ,大 量 盐 离子 使 水 浓度 相对 降低 ,蛋白 质 的 水 化 作用 减弱 , 相 
互 凝聚 而 沉淀 出 来 ,这 就 是 盐 析 。 大 部 分 酶 在 细胞 中 呈 溶 解 蛋白 的 形式 存在 ( 达 细 胞 总 量 40% )， 
在 中 性 pH 和 离子 强度 为 0.5 ~ 0.2mol/L 的 生理 条 件 下 极 易 溶解 ,因此 得 到 粗 酶 抽 提 液 后 ,改变 这 
些 条 件 就 可 使 酶 沉淀 析出 。 

盐 析 时 常用 的 盐 有 钠 、 钾 、 铵 的 硫酸 、 磷 酸 及 柠檬 酸 盐 。 硫 酸 铵 因 具 有 高 溶解 度 ,对 酶 作用 温和 
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且 价 廉 等 特点 而 最 为 常用 。 由 于 各 种 酶 在 不 同 浓度 的 硫酸 镁 溶液 中 溶解 度 不 同 , 故 可 采用 分 级 沉 
淀 法 分 离 酶 。 如 免 肝 超 氧化 物 歧 化 酶 (SOD) 分 离 时 ,在 粗 抽 提 液 中 加 入 固体 硫酸 铵 至 40% 饱 和 度 ， 
将 部 分 杂 有 蛋白 沉淀 ,离心 去 除 。 在 上 清 液 中 继续 加 固体 硫酸 铵 至 75 色 饱和 度 ,将 SOD 沉淀 下 来 , 离 
心得 到 沉淀 , 即 为 第 一 步 纯化 的 免 肝 SOD. 

一 种 最 有 用 的 硫酸 铵 分 级 改进 法 即 所 谓 反 抽 提 法 (Back - Extraction). LA E.coli RNA 聚合 酶 的 
硫酸 铵 分 级 沉淀 为 例 : 此 酶 通常 在 42% ~ 50% 硫 酸 铵 饱和 度 时 沉淀 。 用 通常 的 分 级 沉淀 方法 是 加 
硫酸 贸 至 33% 饱 和 度 , 弃 去 沉淀 。 在 上 清 液 中 再 加 入 硫酸 铵 至 $0% 饱 和 度 ,析出 RNA 聚合 酶 。 分 
离 出 沉淀 ,溶解 于 含有 适当 离子 强度 的 缓冲 液 中 。 而 反 抽 提 法 则 是 将 该 沉淀 再 悬浮 于 42% AE 
的 硫酸 铵 溶液 ,这 时 沉淀 中 原来 带 有 的 某 些 杂 和 蛋白 又 溶解 了 ,而 RNA 聚合 酶 仍 留 在 沉淀 中 ,因而 得 
到 分 离 。 换 言 之 , 反 抽 提 法 的 原理 就 是 将 包括 要 分 离 的 酶 在 内 的 多 种 蛋白 质 一 起 先 沉 演出 来 ,然后 
选择 适当 的 递减 浓度 的 硫酸 铵 溶液 来 抽 提 沉淀 物 。 这 种 方法 的 优点 在 于 许多 蛋白质 从 溶液 中 沉淀 
析出 十 分 容易 ,是 非特 异性 的 ,但 反 过 来 ,沉淀 在 溶液 中 溶解 却 有 相当 高 的 特异 性 。 

硫酸 铵 反 抽 提 法 在 提取 易 失 活 的 酶 时 更 有 其 优越 性 。 例 如 ,与 Cu\Zn- SOD 相 比 ,肝脏 Mn - 
SOD 很 不 稳定 ,容易 失 活 。 采 用 一 般 硫 酸 铵 分 级 沉淀 法 纯化 时 ,得 率 较 低 。 若 用 反 抽 提 法 ,将 肝脏 
组 织 在 85% 饱 和 度 的 硫酸 铵 溶液 中 匀 浆 破碎 ,离心 得 到 沉淀 ,再 用 65% 饱 和 度 硫酸 铵 溶液 洗涤 , 弃 
去 上 清 液 ,再 以 35% 饱 和 度 的 硫酸 铵 溶液 抽 提 ,Mn - SOD 得 率 较 高 。 此 外 , 反 抽 提 法 还 用 于 多 酶 体 
系 的 纯化 过 程 。 使 用 这 一 方法 酶 活 得 率 一 般 较 高 ,可 能 是 因为 酶 蛋白 在 非 溶 解 状态 较 能 抵御 蛋白 
酶 攻击 的 缘故 。 

具体 进行 硫酸 铵 盐 析 操 作 时 还 应 注意 两 点 。 一 是 溶液 的 pH 值 。 硫 酸 铵 略 呈 酸性 ,大 量 加 大 
会 改变 溶液 pH 值 ,一般 可 用 稀 浓 度 氨水 来 校正 ;二 是 硫酸 铵 应 在 搅拌 中 缓慢 加 入 ,避免 溶液 中 硫 
酸 铵 局 部 浓度 过 高 ,当然 搅拌 也 需 温和 ,避免 产生 大 量 气 泡 。 

硫酸 铵 分 级 沉淀 法 通常 可 去 除 抽 提 液 中 75 多 的 杂 和 蛋白 ,并 可 大 大 浓缩 酶 液 ,浓缩 程度 取决 于 
用 多 少 溶 液 溶解 沉淀 的 酶 蛋白 。 酶 液体 积 越 小 ,后 续 上 柱 分 离 就 越 容易 。 

1.3.1.2 改变 pH 值 或 温度 

酶 在 等 电 点 时 ,溶解 度 最 小 。 将 溶液 pH 值 调 到 酶 的 等 电 点 ,可 使 酶 沉淀 析出 。 但 在 未 纯化 前 
等 电 点 一 般 是 未 知 的 , 需 慢 慢 摸索 ,对 某 一 特定 的 酶 而 言 ,pH 值 变化 范围 不 宜 过 大 ,以免 酶 失 活 。 

利用 温度 的 变化 来 改变 酶 溶解 度 的 方法 同 pH 值 变 化 一 样 ,比较 难以 控制 ,但 如 果 纯 化 一 些 对 
热 不 敏感 的 酶 ,这 一 方法 有 着 不 可 比拟 的 优点 。 如 在 纯化 Cu,Zn - SOD 时 ,将 溶血 液 在 70% 加热 
10min ,很 多 杂 和 蛋白 变性 被 除去 ,Cu,Zn - SOD 仍 稳定 存在 于 溶液 中 。 使 用 这 一 方法 应 注意 酶 溶液 从 
一 个 温度 加 热 到 另 一 温度 时 时 间 要 短 ,并 应 采用 壁 薄 , 具 有 大 表面 积 的 不 锈 钢 容器 进行 加 热 。 

1.3.1.3 改变 介 电 常数 

在 溶液 中 加 入 与 水 互 溶 的 有 机 溶剂 ,可 显著 降低 溶液 的 介 电 常数 ,从 而 使 酶 分 子 相 互 之 间 的 静 
电 作用 加 强 而 发 生 沉淀 。 常用 的 有 机 溶剂 有 乙醇 丙酮 .甲醇 等 。 当 溶液 中 存在 有 机 溶剂 时 , 
白 的 溶解 度 随 温度 的 下 降 而 显著 降低 ,因此 尽 可 能 在 低温 下 进行 操作 。 这 样 不 但 可 以 减少 加 入 的 
有 机 溶剂 量 , 更 重要 的 是 减少 了 有 机 溶剂 对 酶 的 失 活 作用 。 

有 机 溶剂 沉淀 法 较 一 般 盐 析 法 (如 硫酸 铵 沉淀 法 ) 分 辩 率 高 。 有 时 仅 用 这 一 方法 就 可 将 某 些 酶 
纯化 ,如 乙醇 沉淀 法 可 纯化 葛 麻 过 氧化 氢 酶 。 

但 是 ,有 些 酶 即使 操作 温度 再 低 ,一 遇 到 有 机 溶剂 即 大量 失 活 。 如 Mn - SOD 在 低温 下 用 丙酮 - 
氯仿 处 理会 完全 失 活 。 这 类 酶 的 纯化 就 应 严格 避免 接触 有 机 溶剂 。 

聚 乙 二 醇 (PEGC) 也 可 视 为 有 机 溶剂 ,但 它 对 酶 的 作用 比较 温和 ,不 会 便 其 变性 。 在 溶液 中 加 入 
PEG 可 降低 蛋白 质 的 水 化 作用 ,使 其 发 生 沉淀 。 常 用 的 PEG 分 子 量 为 000 BK 6 000. PEG 浓度 达 
20% 时 ,大 部 分 蛋白 质 已 发 生 沉淀 。 一 般 , 低 分 子 量 酶 由 于 体积 较 小 , 需 采 用 较 高 浓度 的 PEG 分 
级 ;高 分 子 量 酶 ,分 子 体积 较 大 ,采用 低 浓 度 PEG 244}. PEG 的 另 一 用 途 就 是 最 近 发 展 起 来 的 所 谓 
“ 双 水 相 萃取 "。PEC 与 其 他 一 些 配对 使 用 的 物质 ,如 右 旋 糖 苷 .无 机 盐 (磷酸 钾 、 硫 酸 铵 ) 在 水 中 达 
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一 定 浓 度 时 ,就 能 形成 两 相 系统 。 蛋 白质 在 这 两 相 中 具有 不 同 的 分 配 系数 ,改变 组 成 两 相 的 溶质 浓 
度 就 可 调节 各 种 蛋白 质 在 两 相间 的 分 配 系数 ,从 而 得 到 萃取 分 离 。 


1.3.2 根据 酶 分 子 大 小 形状 不 同 的 分 离 方法 


1.3.2.1 离心 分 离 

离心 方法 在 酶 分 离 纯 化 中 最 为 常用 。 使 用 时 首先 应 该 考虑 如 何 确定 离心 转速 和 离心 时 间 。 许 
多 酶 往往 富 集 于 细胞 中 某 一 特定 的 细胞 器 内 ,因此 匀 奖 处 理 后 应 先 通过 离心 得 到 某 一 特定 的 亚 细 
胞 器 组 分 ,如 细胞 核 线粒体 ` 溶 酶 体 等 使 酶 先 富 集 10 ~ 20 倍 , 然 后 再 对 某 一 特定 的 酶 进行 纯化 。 

在 酶 的 分 离 纯 化 过 程 中 ,离心 分 离 的 一 般 目 的 是 为 了 压 实 沉淀 ,澄清 上 清 液 ,因此 对 于 一 般 的 
沉淀 分 离 ,如 硫酸 贸 分 级 沉淀 \ 有 机 溶剂 沉淀 ,选用 39.2 ~ 58.8N(4 000 ~ 6 000g) 足 以 够 用 ,对 于 线 
粒 体 之 类 的 细胞 器 , 则 需 176.4N(18 000g) 以 上 的 离心 力 才能 进行 较 好 的 分 离 。 离 心力 较 大 , 达到 
分 离 所 需 的 离心 时 间 越 得 ,反之 亦 然 。 在 条 件 许 可 和 不 影响 分 辩 率 的 情况 下 ,可 选用 稍 大 一 些 的 离 
心力 ,以 节省 离心 时 间 。 

1.3.2.2 凝 胶 过 滤 

凝 胶 过 波 法 分 离 酶 蛋白 质 时 ,由 于 大 的 蛋白 质 分 子 被 凝 胶 颗粒 排斥 ,因而 在 颗粒 外 移动 ,速度 
较 快 ;小 分 子 蛋白 质 则 进入 凝 胶 颗 粒 的 小 孔 内 ,路径 加 长 ,移动 缓慢 ,从 而 根据 分 子 大 小 将 各 种 组 分 
拉 开 ( 见 图 1- 1)。 常 用 于 凝 胶 过 滤 的 介质 有 Sephadex G 系列 ,Bio-CelAP 系列 ,Sepharose 等 。 

凝 胶 过 滤 法 在 实际 操作 时 ,首先 应 选择 具有 合适 孔径 的 分 离 介质 ,使 待 分 离 的 酶 蛋白 的 分 子 量 
落 在 可 分 离 的 有 效 范围 内 。 颗 粒 干粉 经 充分 浴 胀 、 脱 气 后 , 即 可 装 柱 平衡 。 溶 胀 时 通常 可 将 干粉 放 
在 水 中 过 夜 ,或 在 沸水 浴 中 加 热 2hn。 柱 子 要 垂直 放置 , 装 柱 完毕 后 ,通常 还 需 用 0.2% 蓝 色 葡 聚 糖 
( Mr = 2 000 000, 25 ~ 1 疝 床 体积 ) 来 检查 装 性 的 均匀 性 和 空 柱 体积 功 ( 即 柱 中 颗粒 外 的 溶剂 体积 )。 
上 样 体积 不 宜 超过 凝 胶 的 体积 到 的 3% ,一 般 以 及 的 1% 为 宜 。 洗 脱 液 的 体积 以 (及 =- Vo) AY 80% 
左右 。 凝 胶 过 滤 用 的 缓冲 液 要 具备 一 定 的 离子 强度 ,以 减少 蛋白 质 分 子 间 非 专 一 性 的 静电 相互 作 


用 的 影响 。 在 使 用 Sephadex G 系列 凝 胶 柱 时 ,还 需 特 别 注意 操作 压 , 以 免 压 力 过 高 , 压 实 凝 胶 , 影 响 
流速 。 凝 胶 柱 不 用 时 ,加 入 0.02% 春 氮 钠 溶液 或 0.02% 柳 硫 冬 溶液 加 以 保存 ,以 防 微 生 物 污 染 。 


加 入 的 样品 分 子 


经 层 析 后 


凝 胶 颗 粒 


图 1-1 雍 胶 过 滤 分 离 示意 图 
1.3.2.3 透析 \ 超 滤 
透析 通常 不 作为 纯化 酶 的 一 种 单元 操作 ,但 它 在 纯化 过 程 中 极为 常用 ,通过 透析 可 除去 酶 液 中 
的 盐 类 、 有 机 溶剂 、 低 分 子 量 抑制 剂 等 。 此 外 ,采用 聚 乙 二 醇 、 芒 糖 反 透 析 还 可 对 少量 酶 进行 浓缩 。 
透析 膜 ( 袋 ) 其 截留 极限 一 般 在 Mr 为 5 000 左右 。 因 此 ,如 果 将 相对 分 子 质 量 在 1 万 以 下 的 酶 
液 进行 透析 时 ,就 有 泄漏 的 危险 。 透 析 袋 在 使 用 前 最 好 在 EDTA - NaHCO, 溶液 中 者 过 ,以 除去 生产 
过 程 中 混和 人 的 有 害 物质 ,特别 还 应 检查 一 下 有 无 破损 泄漏 处 ,这 样 才 能 装 人 待 透 析 液 ,两 头 扎 紧 ， 
进行 透析 。 一 般 透 析 液 需 更 换 3 ~ 5 次。 透析 袋 使 用 完 后 ,一般 可 用 清水 冲洗 干净 ,再 次 检查 是 否 
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完好 ,然后 浸入 75 色 乙醇 溶液 中 保存 备用 。 

超 滤 ( 或 超过 滤 ) 是 在 一 定 压力 ( 正 压 或 负 压 下 ) 下 将 料 液 强制 通过 一 固定 孔径 的 膜 ,以 达到 分 
离 纯化 的 目的 ,这 一 方法 在 提纯 酶 时 , 既 可 直接 用 于 纯化 过 程 ,又 可 用 于 纯化 过 程 之 间 ( 如 酶 液 的 浓 
缩 等 ) 。 在 纯化 枯草 杆菌 SOD 时 , 菌 体 经 裂解 后 用 孔径 为 0.8pm 和 0.22pm 的 微 滤 膜 进行 微 滤 ,最 
后 分 别 用 截留 为 1 万 和 10 万 的 超 滤 膜 进行 截留 ,就 可 以 得 到 SOD 的 粗 抽 提 液 。 

超 滤 膜 通常 用 纤维 素 、 聚 硕 等 材料 制 成 , 具 各 向 异性 ,因此 使 用 时 要 注意 膜 的 正 反 面 ,不 要 搞 
错 。 超 滤 膜 在 使 用 后 要 及 时 清洗 ,一般 可 用 超声 波 、 中 性 洗涤 剂 、 蛋 白 酶 液 、 次 氯 酸 盐 及 磷酸 盐 等 处 
理 , 使 膜 基 本 恢复 原 有 通 水 量 。 如 果 超 滤 膜 暂时 不 再 使 用 ， 可 温 泡 在 加 有 少量 早 醛 的 清水 中 保存 。 
常用 的 超 滤 器 种 类 和 性 能 见 表 1 - 4。 

表 1-4 超 滤器 的 种 类 和 性 能 


保留 体积 小 ,能 耗 介 于 管 式 和 螺旋 卷 绕 式 之 A 
平板 式 间 清洗 方便 死 体积 大 ,单位 有 效 膜 面积 较 儿 
管 式 | 易 清洗 ,无 死角 ;适宜 处 理 含 固体 较 多 的 料 | 保留 体积 大 ,单位 体积 中 所 含 过 滤 面 积 较 小 ， 
液 , 单 根 管子 可 以 调换 压力 降 大 


保留 体积 小 ,单位 体积 中 所 含 过 滤 面 积 大 ,可 | 料 液 需 经 预 处 理 , 单 根 纤维 损坏 时 , 需 调换 整 


以 逆 洗 ,操作 压力 较 低 (<0.25MPa) 
ee 


单位 体积 中 所 含 过 滤 面 积 大 , 换 膜 容易 


个 柱子 ,价格 较 贵 清洗 较 慢 


料 液 需 经 预 处 理 , 压 力 降 大 , 易 污 染 ,清洗 困 
难 


1.3.3 ”根据 酶 分 子 电荷 性 质 的 方法 


1.3.3.1 离子 交换 柱 层 析 

离子 交换 层 析 是 依据 被 分 离 物质 与 分 离 介 质 间 异种 电荷 的 静电 引力 的 不 同 来 进行 物质 分 离 
的 。 各 种 蛋白 质 分 子 由 于 暴露 在 分 子 外 表面 的 侧 链 基 团 的 种 类 和 数量 不 同 ,在 一 定 的 离子 强度 和 
pH 值 的 缓冲 液 中 ,所 带电 荷 的 情况 也 是 不 相同 的 。 如 果 在 某 一 pH 值 时 ,蛋白 质 分 子 所 带 正 负 电荷 
量 相等 ,整个 分 子 呈 电 中 性 。 这 时 pH 值 即 为 该 蛋白 质 的 等 电 点 。 参 与 蛋白 质 电 荷 特性 形成 的 氨 
基 酸 主要 有 组 氨 酸 、 精 氨 酸 、 赖 氨 酸 、 天 冬 氢 酸 、 谷 氨 酸 \ 半 胱 氨 酸 ,以 及 肽 链 未 端 氨基 酸 等 等 。 如 当 
pH<6.0 时 ,天 冬 氨 酸 和 谷 氢 酸 的 侧 链 带 有 负电 性 , 当 pH>8.0 时 , 半 胱 氨 酸 的 侧 链 由 于 玉 基 的 解 
离 ,也 带 负 电荷 ,如 果 pH<7, 组 氢 酸 残 基带 正 电荷 ,大 多 数 蛋 白质 等 电 点 多 在 中 性 附近 ,因而 层 析 
过 程 可 以 在 弱酸 或 弱 碱 条 件 下 进行 ,避免 了 交换 时 pH 急剧 变化 而 导致 蛋白 质变 性 。 

用 于 酶 蛋白 离子 交换 分 离 的 载体 ,往往 是 高 亲 水 性 的 不 会 引起 生物 分 子 变 性 失 活 的 纤维 素 、 
交 联 葡 聚 糖 ` 交 联 琼脂 糖 等 。 常 用 的 离子 交换 介质 见 表 1- 3。 

离子 交换 柱 的 柱 长 通常 为 柱 径 的 4~5 倍 。 离 子 交 换 剂 如 CM- 纤 维 素 或 DEAE- 纤 维 素 ,在 装 柱 
前 应 充分 溶 胀 (在 10 倍 量 的 蒸 饮水 中 溶 胀 一 夜 或 在 100% 沸 水 浴 中 溶 胀 Ih WE) , 倾 析 除 去 过 细 粒 
子 ,然后 用 2~3 倍 量 0.5molL HCl 和 0. 5mol/L NaOH 溶液 进行 循环 转型 ,每 次 转型 至 少 维持 10 ~ 
1Smin。 对 于 阳离子 交换 剂 ,转型 次 序 为 酸 一 碱 一 酸 ,而 阴离子 交换 剂 则 为 碱 一 酸 一 碱 ,经 平衡 缓冲 
液 平 衡 , 即 可 进行 层 析 操 作 。 加 入 柱 中 的 蛋白 量 一 般 约 为 柱 中 交换 剂 干 重 的 /10 到 1/2 之 间 ,样品 
体积 也 尽 可 能 小 ,以 得 到 理想 的 分 辩 率 。 洗 脱 时 ,可 以 通过 提高 洗 脱 液 的 离子 强度 减弱 蛋白 质 分 
子 与 载体 亲和力 的 方法 ,逐一 洗 脱 各 有 蛋 白质 组 分 ,也 可 改变 洗 脱 液 的 pH 值 ,使 蛋白 质 分 子 的 有 效 
电荷 减少 而 被 解吸 洗 脱 。 

使 用 过 的 离子 交换 剂 可 用 2mol/L NaCl 彻底 洗涤 ,阳离子 交换 剂 转 成 H* 型 或 盐 型 贮存 , 弱 碱 性 
阴离子 交换 剂 以 OH” 型 贮存 ,中 等 和 强 碱 性 阴离子 交换 剂 以 盐 型 贮存 ,并 且 加 入 适当 的 保存 剂 , 见 
# 1-6. 
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表 1-5 酶 纯化 过 程 中 常用 的 离子 交换 介质 


二 小 分 子 
类 型 fa m 名 功 能 基 A 交换 容量 
弱 碱 性 AE-Cellulose 氨 乙 基 一 (CH ).2—NH, 0.3~0.4 
DEAE-Cellulose 二 乙 基 氨基 乙 基 0.2~10 
中 等 碱 性 | DEAE-SephadexA-25 ,50 CN 下 (个 让 站 3~4 
BA DEAE-SepharoseCL-6B 10~ 14 
as CellexGE A Z.3£ —(CH, )2—NH—C—NH, 0.3~0.5 
x NH 
换 强 碱 性 TEAE-Cellulose =Z REZ —(Cth),—N-(GHy) 0.4~0.75 
剂 QAE-SephadexA-25 ,50 = 7,38 (2359) ZI 
Hp DC 本 
CH>CH(OH) .CHs 
CM-cellulose 0.6~1.0 
阳 弱酸 性 CM-SephadexC-25 ,50 羧 甲 基 一 CH 一 C00- 4~5 
1% CM-SepharoseCL-6B 11~ 15 
‘Fr nm 
ras 
2 中 等 酸性 | CellexP 磷酸 一 P(O) 0.8~7.4 
Xs 
换 0- 
剂 
强酸 性 SP-Sephadex C-25 ,50 2~2.6 
二 = 改作 和 )3—SO; 
表 1-6 离子 交换 剂 保 存 剂 
保存 剂 浓度 (% ) 在 下 列 介质 中 具有 保存 活性 
洗 必 太 中 性 、 弱 酸 和 弱 碱 
ARE 55 Dak 
=ATH# 弱酸 
x 所 有 介质 
Hitt HK 弱酸 
BAH HEE , 55 A A 55 Bik 


1.3.3.2 BMRBE 

FED AR RRR ODS ABT FD aL eS pS HE, KI HE FS Se Fis EY pH 
梯度 是 在 固 相 的 离子 交换 载体 十 形成 的 。 一 般 以 孔径 10 ~ 10wm, 表 面 含有 较 强 缓冲 能 力 的 离子 基 
团 ( 如 聚 乙 烽 酰 亚 胶 ) 的 二 氧化 硅 作 层 析 介质 。 当 两 性 电解 质 组 成 的 多 元 缓冲 液 流 过 时 ,能 形成 一 
pH 梯度 。 进行 蛋白 质 分 离 时 , 先 使 柱 内 的 载体 ( 称 多 元 缓冲 交换 剂 ) 处 于 较 高 的 pH 环境 中 ,加 入 样 
品 后 ,用 pH 低 于 被 分 离 物 等 电 点 的 多 元 缓冲 液 展 层 洗 脱 , 刚 开 始 时 , 因 环境 pH 值 高 于 蛋白 质 的 等 
电 点 ,蛋白 质 带 负电 而 被 载体 吸附 , 随 着 环境 pH 值 逐 渐 降 低 至 等 电 点 以 下 ,开始 产生 解吸 现象 ,并 
被 洗 脱 液 洗 脱 下 移 。 不 断 推 进 的 结果 ,在 柱 内 形成 连续 的 pH 梯度 。 此 时 ,和 蛋白质 区 带 的 最 前 沿 恰 
好 被 吸附 阻 清 在 稍 高 于 等 电 点 的 pH 阶梯 上 ,其 尾部 仍 带 正 电荷 ,处 于 解吸 状态 。 随 着 洗 脱 液 的 前 
移 ,大 部 分 分 子 在 其 等 电 点 附近 凝聚 ,这 些 聚 焦 带 随 着 多 元 缓冲 液 的 流入 被 反复 解吸 洗 脱 , 最 后 在 
pH 值 等 于 其 等 电 点 时 被 洗 脱出 层 析 柱 , 洗 脱 液 中 的 多 元 缓冲 液 成 分 可 用 Sephadex G25 等 方法 除 
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去 。 

1.3.3.3 WK 

电泳 分 离 是 根据 在 电场 作用 下 ,带电 分 子 由 于 电荷 性 质 和 电荷 多 少 的 不 同 , 向 两 极 泳 动 的 方向 
和 速度 也 不 相同 的 原理 进行 的 。 泳 动 的 速率 同时 也 受 带 电 分子 本 身 形 状 和 大 小 的 影响 ,为 了 尽 可 
能 减少 对 流 作用 ,电泳 在 浸透 电泳 缓冲 液 的 介质 上 进行 ( 纸 、 纤 维 素 粉 末 、 演 粉 或 聚 丙 炳 酰胺 凝 胶 ) ， 
通过 考 马 斯 亮 蓝 等 染色 剂 染 色 显 示 出 电泳 后 蛋白 质 区 带 的 位 置 。 电 泳 分 离 的 蛋白 质量 通常 较 小 
( 约 数 毫 克 ) ,常用 作 分 析 使 用 ,但 现在 也 有 进行 制备 性 的 电泳 ,用 这 一 方法 制备 的 酶 可 从 介质 上 洗 
脱 , 或 从 电泳 柱 底部 依次 流出 。 

1.3.3.4 等 电 聚 焦 电 泳 

每 一 种 蛋白 质 都 有 其 特有 的 等 电 点 (PT) ,如 果 电 场 中 某 一 处 的 pH 值 等 于 某 一 蛋白 质 的 等 电 
点 ,由 于 此 时 该 蛋白 质 所 带 净 电 荷 为 零 ,不 再 移动 ,等 电 聚 焦 用 的 缓冲 液 用 一 系列 带 有 不 同 电荷 性 
质 (因而 有 不 同 的 民 值 ) 被 称 为 Ampholyte 的 聚 氨 基 酸 组 成 。 当 酶 试 样 加 在 凝 胶 的 一 端 进 行 电 沪 
时 ,由 于 Ampholyte 分 子 量 小 , 泳 动 快 ,因此 先 在 电场 中 形成 一 梯度 。 蛋 白质 分 子 则 受 电场 作用 在 这 
一 pH 梯度 中 各 自 迁 移 , 直 到 与 其 等 电 点 相同 的 位 置 ( 见 图 1- 2) ,经 分 别 洗 脱 ,就 可 得 到 纯化 的 样 


oO 
HHo 


pH 梯度 


电泳 槽 正极 装 有 稀 酸 电泳 槽 负极 装 有 稀 碱 
《Hz SO, S&H» PO.) (Na0H 或 三 乙醇 胺 ) 


图 1-2 等 电 聚 焦 法 分 离 酶 蛋白 
1.3.4 根据 酶 分 子 专 一 性 结合 的 方法 


1.3.4.1 亲 和 层 析 

与 其 他 常规 的 纯化 方法 不 同 , 亲 和 层 析 法 是 利用 酶 分 子 独 有 的 专 一 性 结合 位 点 或 结构 性 质 的 
分 离 方法 ,具有 分 离 效率 高 .速度 快 的 特点 (图 1- 3。 酶 的 底 物 、 抑 制剂 、 辅 因子 、 别 构 因 子 , 以 及 酶 
的 特异 性 抗体 等 都 可 作为 酶 蛋白 的 亲 和 配 体 , 将 这 些 亲 和 配 体 偶 联 于 载体 上 ,就 制 成 了 亲 和 介 质 。 


DY 代表 被 分 离 物 ， 其 他 代表 杂 蛋 白 


图 1-3 亲 和 层 析 原 理 图 
亲 和 层 析 的 介质 ,一 般 要 具备 以 下 特点 。 
(1) 非特 异性 吸附 要 尽 可 能 小 。 
(2) 高 度 亲 水 性 ,不 引起 酶 蛋白 的 变性 失 活 。 
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(3) 化 学 和 机 械 性 能 稳定 。 

(4) 具有 高 效 的 多 孔 结 构 , 比 表面 积 大 。 

(5) 具备 大 量 可 被 活化 偶 联 的 基 团 。 

(6) 配 接 的 “手臂 "(spacer) 长 度 要 合适 ,手臂 " 和 酶 蛋白 分 子 尽 可 能 避免 非特 异性 相互 作用 。 

常用 的 载体 有 琼脂 糖 ` 葡 聚 糖 、 聚 丙烯 酰胺 、 多 孔 玻 璃 珠 , 其 中 以 4 多 的 交 联 琼脂 糖 (Sepharose 
4B) 最 为 常见 。 

琼脂 糖 的 活化 可 采用 省 化 握 法 。 能 使 脂肪 族 伯 胺 或 芳香 胺 类 与 活化 的 载体 共 价 结合 。 

除 溃 化 氰 法 外 ,还 可 采用 三 嗪 法 (图 1 - 4(a))、\ 高 碘 酸 盐 氧 化 法 (图 1-4(b)) 葵 本 法 (图 1-4 
(c))、 环 氧化 物 法 (图 1-4(d)) 等 ( 见 图 1- 4) 进 行 活化 。 


CH>OH CH20H CH20OH 
oO O O 
OH + R—NH 2+ Br—C=N ———~ re) Fs oO 
HO GE H O=- oo oS 
O OH 
OH co c— 
N—R N 


H 
(TARA) «= GFR) 


i 
(a) aie + Cl 4 — fx y, _Br- NH, = 
mt 一 


O to 
(b) OK NalO, cHo a ee yee 卫 -NH? 
HO HO _ “120 
CHO 


(d va OH+CI 站 ver Fi Ot Lawes 
0 (0) 


OH 


图 1-4 其 他 活化 载体 的 方法 


对 于 聚 丙烯 酰胺 ,可 以 用 制备 酰胺 衍生 物 的 方法 来 活化 。 而 多 孔 玻璃 的 活化 ,常用 硅化 法 来 进 
行 。 有 时 配 基 与 载体 偶 联 后 ,由 于 载体 的 空间 位 阻 影响 , 配 基 与 酶 蛋白 不 能 很 好 结合 ( 见 图 1- 5)， 
需 另 加 一 手臂。 
一 些 双 胺 类 化 合 物 ,如 已 二 胺 .3,3'- 二 氨基 二 nae 
SF BUTE 手臂 ,这些 双 胺 的 烃 链 Hi N(CH, ), NE 可 心 ES 
长 可 短 , 视 需要 而 定 ( 表 1-7)。 oS 
不 过 ,手臂 过 长 , 则 回旋 角度 大 ,接触 空间 广 ,使 载体 
与 手臂 .各 手臂 与 各 配 体 间 不 免 会 有 相互 作用 ,反而 不 利 
于 与 酶 分 子 结合 。 另 外 ,长 脂肪 链 本 身 也 会 与 蛋白 质 发 图 1- 5 手臂 对 亲 和 过 程 的 影响 
生 非 专 一 性 的 疏水 相互 作用 ,影响 分 离 效果 ,已 有 人 建议 人) RREN RANI: 
选用 亲 水 性 的 手臂 ,以 降低 这 种 非 专 一 性 的 吸附 效应 。 Perea pe es 
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表 1-7 葡萄 球菌 核酸 酶 的 亲 和 层 析 介 质 


层 析 介 质 相对 吸附 能 力 


外 -mame 氨基 酚 2 


fo) 
| 
外 -sartca 2)2 一 NHCCH: 一 PdTP SM 8 


? ? 
外 -sa-tcao 一 NH —(CH2), —NHC ~(CH2);—-C— 一 PdTP AE 10 


@ PdTp 即 3 , 5” -脱氧 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 . 

酶 蛋白 经 亲 和 吸 附 后 ,可 以 通过 改变 缓冲 液 离子 强度 和 pH 值 的 方法 ,将 酶 洗 脱 下 来 。 也 可 以 
使 用 浓度 更 高 的 一 同 配 体 溶 液 或 亲和力 更 强 的 配 体 溶 液 洗 脱 , 这 就 是 亲 和 洗 脱 。 还 有 一 种 亲 和 洗 
脱 概念 ,就 是 先 用 离子 交换 层 析 柱 将 所 要 分 离 的 酶 吸附 到 载体 上 ,再 用 适量 的 酶 的 底 物 将 酶 洗 脱 下 
来 。 这 种 方法 一 方面 无 需 费 力 准备 亲 和 层 析 柱 , 另 一 方面 通常 用 调整 缓冲 液 的 浓度 或 pH 值 的 方 
法 来 洗 脱 ,分 辩 离 不 高 ,其 他 电荷 性 质 相 近 的 蛋白 也 会 随 所 要 的 酶 一 起 流出 , 改 用 亲 和 洗 脱 , 就 能 大 
大 改善 洗 脱 效果 。 

1.3.4.2 免疫 吸附 层 析 

抗原 -抗体 反应 的 高 专 一 性 经 常 被 用 于 分 离 纯 化 过 程 。 如 果 用 传统 方法 从 一 个 生物 种 属 中 得 
到 少量 的 纯 酶 (如 0.1lmg) ,利用 它 在 另 一 种 属 (通常 为 兔子 . 羊 或 鼠 ) 中 产生 多 克隆 抗体 ,这 些 抗体 
由 于 各 自 识 别 酶 的 不 同 抗原 决定 复 , 因 此 与 酶 的 亲和力 也 大 小 不 一 。 抗 体 经 纯化 后 , 偶 联 到 溴 化 氰 
活化 的 Sepharose 上 , 即 可 用 于 从 混合 物 中 分 离 出 酶 抗原 。 利 用 改变 洗 脱 液 的 pH 值 ,增加 离子 强度 
或 其 他 降低 抗原 抗体 结合 力 的 方法 将 吸附 的 酶 解吸 洗 脱 。 解 吸 过 程 可 能 是 整个 纯化 过 程 中 最 为 困 
难 的 一 步 。 因 为 酶 在 剧烈 的 解吸 过 程 中 ,可 能 会 大 量 失 活 ,回收 率 大 大 降低 。 

单 克隆 抗体 (MecAb) 制 备 技术 的 应 用 解决 了 许多 在 多 克隆 抗体 使 用 中 遇 到 的 问题 。 首 先 , 作 为 
抗原 的 酶 不 用 很 纯 , 在 筛选 分 泌 特 异 抗体 的 细胞 株 时 ,可 以 得 去 也 分 泌 无 关 抗 体 的 细胞 株 ; 其 次 ,由 
于 通常 用 小 鼠 免疫 制备 MecAb ,抗原 酶 的 用 量 很 小 ,有 时 50vg EWA. MA ,作为 抗原 的 酶 可 含 
有 不 同 的 抗原 决定 复 ,因而 ,同一 抗原 可 产生 许多 不 同 的 MeAb, 从 中 挑选 出 亲和力 适中 的 MecAb- 
来 制备 亲 和 人 介质。 这 样 , 既 能 高 效 吸附 目的 酶 ,又 可 避免 后 面 洗 脱困 难 的 缺陷 。 所 以 ,用 McAb ffi 
得 的 亲 和 柱 ,其 柱 效 往往 很 高 ,而 且 McAb 还 可 通过 体外 大 规模 培养 大 量 制备 。 

众所周知 ,所 有 动物 产生 抗体 的 淋巴 细胞 在 体外 培养 条 件 下 RAE ARR. Te 
能 在 体外 长 期 培养 生长 ,但 不 能 产生 专 一 性 的 抗体 。 将 这 两 类 细胞 融合 得 到 的 杂交 细胞 就 兼 有 两 
者 的 长 处 : 既 能 长 期 培养 生长 ,又 能 分 泌 所 需要 的 特异 抗体 。 因 此 ,我 们 可 以 将 需要 纯化 的 某 一 酶 
的 酶 液 (不 需要 很 纯 ) 作 为 抗原 去 免疫 动物 ,然后 分 离 出 这 一 动物 的 脾 细胞 ,与 遗传 缺陷 型 骨 允 瘤 细 
胞 相 融 合 。 经 多 次 克隆 后 ,挑选 出 能 单一 分 记 这 种 酶 抗体 的 杂交 瘤 细 胞 ,再 经 扩大 培养 , 即 可 大 量 
得 到 这 种 酶 的 MecAb( 见 图 1-6)。 

最 常用 的 骨 介 瘤 的 细胞 突变 系 , 其 缺乏 次 黄 味 叭 、. 鸟 味 叭 核糖 基 转 移 酶 或 缺乏 胸腺 喀 啶 核 苷 
激酶 ,这 些 突变 系 由 于 缺乏 DNA 补救 旁 路 的 酶 ,在 含 偶 氮 鸟 味 叭 或 省 脱氧 尿 苷 的 培养 液 中 均 可 生 
长 。 同 理 , 它 们 也 不 能 利用 外 源 性 次 黄 味 叭 或 胸腺 喀 啶 核 苷 。 若 用 氨基 喉 叭 阻 断 DNA 前 体内 源 性 
合成 ,即使 在 培养 液 中 含有 次 黄 味 叭 及 胸腺 喀 啶 核 苷 ,细胞 仍 将 死亡 。 这 种 含 氨 甲 喉 叭 、 次 黄 味 叭 
及 胸腺 喀 喧 核 苷 的 培养 液 简称 HAT 培养 液 。 骨 侯 瘤 突变 系 细 胞 ,如果 同 野 生 型 含 补救 旁 路 酶 的 脾 
细胞 形成 杂交 细胞 , 便 能 在 HAT 培养 液 中 生长 ,因而 就 可 挑选 出 不 同 于 两 种 母 本 细胞 ,可 大 量 繁殖 
且 能 分 刻 特 异 抗体 的 杂交 细胞 。 

骨 艇 瘤 细 胞 突变 系 的 应 用 ,简化 挑选 过 程 , 大 大 节约 了 时 间 , 促 进 了 McAb 技术 的 发 展 。McAb 
技术 已 被 用 于 从 牛 脑 中 提取 芳香 族 工 -氨基 酸 脱 送 酶 ,以 及 从 基因 工程 菌 发 酵 液 中 提取 重组 人 a - 
干扰 素 等 。 


12 现代 酶 学 
用 特异 抗原 〈 酶 ) 
免疫 的 动物 “HH 
Aen Aa ‘ey ee AH Hd FA 
融合 
Am ANN 在 HAT 培 养 液 


中 选择 杂交 细胞 


产生 抗体 的 瘤 细 胞 


~10 ¥ mL 血清 /腹水 
特异 抗体 5 ~ 20mg-mL. 特异 抗体 


图 1-6 产生 及 克隆 分 沁 抗 体 杂 交 瘤 的 常规 步 又 
1.3.4.3 染料 配 体 亲 和 层 析 
70 年 代 中 期 ,人 们 发 现 一 种 称 为 Cibacron 蓝 F,G-A 染料 (以 前 就 用 偶 联 这 种 染料 的 葡 聚 糖 检查 
凝 胶 过 滤 柱 的 装 柱 质量 和 空 柱 体 积 功 ) 能 与 一 些 脱 氢 酶 .激酶 之 类 的 酶 蛋白 结合 。 这 些 酶 都 具有 
一 个 被 称 为 “二 核 苷 酸 折 硬 "的 核 苷 酸 结合 部 位 来 结合 其 辅 因 子 , 如 NAD* .NADP* 及 ATP. Cibacron 
蓝 防 G-A 55 NAD* 的 分 子 构象 非常 相像 (图 1-7) ,因而 就 在 酶 的 NAD* 结合 部 位 与 其 结合 。 


(a) Cibacron Biue F,GA (b) NAD‘ 


图 1-7 两 种 分 子 三 维 结构 的 比较 
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尽管 染料 分 子 与 酶 蛋白 两 者 结合 的 分 子 机 制 尚未 完全 搞 清 ,但 染料 配 体 亲 和 层 析 已 被 证 明 是 
酶 分 离 纯化 中 一 种 很 有 用 的 方法 。 染 料 非常 容易 通过 三 嗪 基 氯 基 团 与 琼脂 糖 介 质 偶 联 。 和 蛋白 质 也 
可 以 通过 加 入 适量 的 底 物 或 配 基 (0.1 ~ 1.0 mmol/L) ,或 仅仅 是 增强 离子 强度 (大 于 100 mmol/L 的 
NaCl) 得 到 洗 脱 。 

由 于 染料 分 子 与 被 纯化 的 酶 没有 任何 生物 学 的 关系 ,所 以 严格 地 说 只 能 称 之 为 “ 准 亲 和 层 析 ”。 


Oo NH2 
03H 
在 (a) 
NH cl 


dee 
(b) / 
HOS SO3H SO3H 


1-8 两 种 用 于 染料 亲 和 色 谱 的 染料 
(a) Cibacron 蓝 F;G-A; (b) Procion 红 HE-3B 

A Cibacron 蓝 以 后 ,许多 其 他 三 嗪 类 染料 已 被 人 们 视 为 蛋白 质 纯 化 的 有 力 工具 。 新 近 研 究 的 
Procion 染料 系列 在 某 些 蛋白 质 纯 化 中 呈 很 高 的 专 一 性 。 连 接 在 Sepharose 上 的 Procion 红 HE-3B( 
1-8) 对 一 些 NADP* 依赖 型 脱氧 酶 的 结合 优先 于 对 NAD* 依赖 型 脱氧 酶 的 结合 。 这 一 特性 已 被 用 
以 提取 酵母 粗 抽 提 液 中 的 NADP* 依赖 型 脱氧 酶 ;相反 ,Cibacron HE F,G-A WU PEFEF NAD* 依赖 型 脱 
ABA 着 

染料 配 体 层 析 一 般 在 低 离 子 强度 下 (0.02 ~ 0.05mol/L) 将 酶 吸附 到 层 析 柱 中 的 染料 凝 胶 载 体 
上 ,再 逐渐 增加 离子 强度 将 酶 洗 脱 。 也 可 采用 亲 和 洗 脱 法 , 即 除了 增加 离子 强度 外 , 另 加 入 一 些 酶 
的 底 物 ,使 所 需要 的 酶 被 单独 洗 脱 。 当 然 , 染 料 配 体 层 析 中 使 用 的 染料 结构 不 同 , 吸 附和 洗 脱 的 条 
件 也 要 相应 变化 。 需 要 注意 的 是 ,在 一 定 条 件 下 ,固定 化 染料 能 起 阳离子 交换 剂 的 作用 。 为 避免 这 
种 现象 , 层 析 操 作 最 好 在 离子 强度 >0.1 和 pHS7 时 进行 。 

1.3.4.4 共 价 层 析 

共 价 层 析 与 前 述 的 纯化 方法 不 同 , 它 是 利用 层 析 介质 与 被 分 离 物质 ( 酶 ) 间 形成 共 价 键 的 方式 
来 进行 分 离 的 ,目前 在 琉 基 酶 的 分 离 纯化 中 应 用 较 多 。 

共 价 层 析 的 基本 原理 见 图 1- 9 所 列 。 

在 吸附 过 程 中 ,被 分 离 物 共 价 结合 到 层 析 介质 上 ,如 芋 基 通过 自由 琉 基 与 二 硫 键 互 换 反 应 选择 
性 地 吸附 在 活化 的 琉 基 化 的 介质 上 ,形成 一 混合 二 元 化 合 物 。 由 于 偶 联 反应 是 可 逆 的 ,因此 在 洗涤 
除去 那些 没有 吸附 的 物质 后 ,就 可 用 能 够 还 原 二 硫 键 的 低 分 子 量 琉 基 化 合 物 进行 洗 脱 ,如 工 - 半 胱 
须 酸 、 筑 基 乙 醇 、 谷 胱 甘 肽 和 二 硫 苏 糖 醇 。 

当 酶 蛋白 琉 基 由 于 空间 掩蔽 效应 (steric shielding) 不 能 参与 反应 时 , 层 析 操作 可 在 含有 变性 剂 
(8mol/L 尿素 或 6mol/L 氧化 股 ) 的 缓冲 液 中 进行 。 如 果 和 蛋白 质 所 含 琉 基 是 以 二 硫 键 形式 存在 (如 牛 
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(a) 吸附 rim a 
A isny-s-s{ + [esi] —~Foanrss s ) 
天 
(b) 洗 脱 H 
j-(say—s—s— aR J (54) —s0 + + R-—S—S—R'" 
(c) 再 生 
(SA)—SH + 全 二 + _ 0, 一 一 一 一 并 cm ss ) 
N N / N / 
+H2O 
一 一 0 
SA= vomin CH— CH.,— CH.»— C —CH 
一 一 :DO | 
COOH O C+}$o 
(ABER A) 


NH—CH;—— COOH 
或 
一 0 一 CH 一 CH — CH»— 
OH (羟基 两 基 醚 ) 
R.SH: 被 分 离 的 物质 R 一 -SH : 低 分 子 量 琉 基 化 合 物 


1-9 共 价 层 析 的 原理 
胰 核 糖 核酸 酶 ) ,那么 就 必须 先 用 还 原 剂 打开 二 硫 键 , 再 进行 分 离 。 
现在 主要 使 用 两 种 共 价 层 析 介质 , 即 琼 脂 糖 谷 胱 甘 肽 - 2 -吡啶 二 硫化 合 物 和 2 -吡啶 二 硫化 合 
物 -羟基 丙 基 醚 琼脂 糖 。 前 者 以 谷 胱 甘 肽 作 手 臂 Sepharos 4B 为 载体 ;后 者 以 羟基 两 基 作 亲 和 手 臂 ， 
Sepharose 6B 为 载体 。 两 者 在 洗 脱 后 ,都 可 用 1. 5mmol/L.pH8 的 2,2 -二 吡啶 二 硫化 合 物 溶液 再 生 。 
共 价 层 析 方法 除 用 来 分 离 琉 基 酶 以 外 ,还 可 用 来 分 离 含 琉 基 的 多 肽 片段 ,以 及 冬 化 的 (mercu- 
rated)mRNA。 


1.3.5 其 他 分 离 方 法 


除了 前 面 介 绍 的 主要 方法 外 ,还 有 许多 其 他 的 分 离 方法 可 用 于 酶 的 提纯 ,如 无 机 吸附 层 析 ,下 
水 吸附 层 析 薄板 层 析 高 效 液 相 色 谱 (HPLC) 冷冻 干燥 、 亲 和 超 滤 、. 亲 和 分 配 、. 亲 和 电泳 等 等 。 这 
些 方法 有 的 处 理 量 大 ,有 的 简便 易 行 ,有 的 快速 高 效 、 特 异性 高 等 。 这 里 简要 介绍 两 种 方法 。 

1.3.5.1 无 机 吸附 层 析 

蛋白 质 分 子 可 以 通过 次 级 键 与 一 些 吸附 剂 发 生 作 用 。 这 些 吸附 剂 通常 是 一 些 无 机 物 ( 表 1 - 
8) ,具有 价 廉 、 使 用 方便 等 优点 ,可 作为 柱 层 析 用 ,也 可 直接 加 到 粗 提 液 中 ,搅拌 吸附 后 过 滤 分 离 , 适 
宜 于 工业 规模 生产 。 常 用 的 无 机 吸附 介质 为 羟基 础 灰 石 ,含有 能 与 蛋白 质 分 子 正 电荷 基 团 起 吸附 
作用 的 磷酸 基 团 ,又 有 吸附 负电 荷 基 团 的 Ca 。 一 般 各 种 蛋白 质 所 带 的 正 负电 和 荷 的 数量 和 强 弱 不 
同 ,因而 与 羟基 础 灰 石 的 吸附 作用 各 有 强 弱 , 故 可 将 各 种 成 分 一 一 洗 脱 。 和 常用 的 洗 脱 剂 有 柠檬 酸 
盐 、NaCl、KC] 等 。 柠 檬 酸根 离子 与 Ca* 有 强 作用 力 ,能 削弱 和 蛋白质 负 电荷 的 吸附 作用 ,而 高 浓度 的 
NaCl. KCI(3& 3mol/L 浓度 ) 则 降低 蛋白 质 正 电荷 的 吸附 作用 , 常 分 别 用 于 碱 性 蛋白 和 酸性 蛋白 的 洗 
脱 过 程 。 
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表 1-8 用 于 分 离 纯化 酶 的 无 机 吸附 剂 


种 “类 $M. ot 


氧化 铝 凝 胶 Cr( Alumina gel Cr) 二 氧化 二 铝 

硅 胶 (Silica gel) 二 氧化 硅 

f= 土 。 (Bentonite) FERRE 

磷酸 钙 (Calcium phosphate) Ca; (PO, )> 
¥2B52K4H ~— (Hydroxyapatite) Cayo (PO, )s (OH)2 


氧化 ik (Titanium Oxide) 
多 和 孔 玻 璃 


TiO; 
SiO, 和 B,O; 


(Controlled-pore glass ) 


1.3.5.2 #FRE 

亲 和 超 滤 是 把 亲 和 层 析 的 高 度 专 一 性 与 超 滤 技 术 的 高 处 理 能 力 相 结合 的 一 种 新 颖 分 离 方法 。 
需要 提纯 的 粗 酶 自由 存在 于 抽 提 液 时 ,可 以 顺利 通过 截留 分 子 量 较 大 的 超 滤 膜 。 但 当 酶 与 大 分 子 
亲 和 配 体 混和 ,形成 酶 - 配 体 复 合 物 后 ,由 于 其 分 子 量 远 大 于 超 滤 膜 的 截留 分 子 量 ,因而 被 截留 。 提 
取 液 中 其 他 未 被 结合 的 组 分 仍 可 顺利 通过 超 滤 膜 ,分 离 出 上 述 复合 物 后 洗 去 杂质 ,再 用 合适 的 洗 脱 
液 洗 脱 ,使 酶 解吸 下 来 ;再 通过 一 次 超 滤 膜 ,把 大 分 子 配 体 分 离 出 来 , 供 再 生 使 用 。 透 过 的 酶 液 再 经 
截留 分 子 量 小 的 超 滤 膜 进行 浓缩 (图 1- 10)。 


图 1-10 亲 和 超 滤 的 原理 

亲 和 超 滤 技 术 的 关键 在 于 选择 合适 的 配 体 、 载 体 及 合适 截留 分 子 量 的 超 滤 膜 。 配 体 对 所 分 离 
对 象 的 亲和力 要 好 , 专 一 性 要 高 ,在 亲 和 ` 洗 脱 条 件 下 很 稳定 , 抗 剪 切 力 , 易 回收 等 。 常 用 的 载体 一 
WA RAR SSE. RE 淀粉 等 。 一 个 好 的 载体 应 该 具有 高 度 亲 和 人 性 ,不 引起 酶 的 失 活 ， 
能 自由 悬浮 于 提取 液 中 ,不易 产生 膜 的 浓 差 极 化 和 堵塞 现象 。 超 滤 膜 的 截留 分 子 量 决定 了 超 滤 的 
透 过 速率 。 截 留 分 子 量 越 大 ,水 通 量 也 越 大 , 超 滤 越 容易 进行 。 

亲 和 超 滤 技 术 既 克服 了 超 滤 技 术 选 择 性 不 高 (被 分 离 物质 的 分 子 量 需 相差 一 个 数量 级 以 上 , 才 
能 得 到 较 好 的 分 离 效 果 ) 的 缺点 ,又 解决 了 亲 和 层 析 技 术 只 能 间隙 操作 , 单 批 处 理 量 小 的 不 足 , 具 有 
广阔 的 应 用 前 景 。 


1.3.6 酶 纯化 方法 的 选择 


各 种 纯化 酶 的 方法 都 有 其 固有 的 优 缺点 。 在 设计 某 一 酶 的 纯化 路 线 时 ,应 考虑 各 种 因素 对 选 
用 的 纯化 方法 及 先后 次 序 的 影响 。 对 目标 酶 而 言 ,可 以 有 多 种 纯化 方法 ,实际 采用 何 种 方法 要 看 : 
1) 制 备 的 规模 和 要 求 酶 的 产量 ;2) 人 允许 用 以 制备 的 时 间 ;3) 实 验 室 可 利用 的 人 员 和 设备 。 

一 般 来 说 ,根据 溶解 度 变 化 建立 的 纯化 方法 较 适 宜 于 早期 的 纯化 阶段 ,规模 较 大 ; 而 柱 层 析 法 
(如 离子 交换 层 析 ) 或 电泳 分 离 更 适宜 于 后 期 的 纯化 过 程 ,规模 较 小 。 

有 些 情况 ,尤其 在 纯化 过 程 中 存在 蛋白 水 解 酶 时 ,为 了 尽快 将 酶 纯化 ,宁愿 先 用 一 些 快速 提纯 
法 (如 硫酸 胺 盐 析 等 ) ,而 不 采用 较 费 时 的 柱 层 析 等 方法 。 采 用 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 也 能 使 层 析 操 
作 快 速 进行 。 凝 胶 过 滤 时 可 采用 较 坚 硬 的 , 称 为 Superose 交 联 珠 状 琼脂 糖 介 质 提 高 操作 压力 ,使 流 
速 加 快 ,缩短 层 析 时 间 。 离 子 交 换 层 析 和 层 析 聚焦 的 珠 状 亲 水 介质 与 常规 介质 相 比 ,分 辩 率 较 高 ， 
但 价格 比较 昂贵 , 且 需 要 特殊 仪器 ,因而 一 般 只 用 于 纯化 过 程 的 最 后 几 步 。 
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当今 亲 和 层 析 技 术 发 展 日 新 月 异 ,但 许多 酶 仍 可 方便 地 用 "老式 "的 酒精 沉淀 或 硫酸 铵 沉淀 法 
制备 。 这 些 酶 来 源 丰 富 , 除 用 传统 法 制备 得 不 到 均 质 产品 或 产生 部 分 失 活 外 ,一般 不 再 费力 采用 亲 
和 层 析 技 术 。 


1.4 Mean AVE Br 


酶 纯化 的 目标 是 使 酶 制剂 具有 最 大 的 催化 活性 和 最 高 纯度 ,以 下 几 种 方法 可 用 于 检验 这 些 指 
标 。 


1.4.1 BAER 


经 分 离 纯化 的 酶 ,应 设法 检验 其 纯度 ,以 解决 是 否 有 进一步 纯化 的 必要 。 许 多 分 离 方法 都 可 用 
于 检验 酶 的 纯度 ( 表 1- 9)。 应 该 注意 ,由 于 酶 分 子 结构 高 度 复杂 ,由 一 种 方法 检验 为 均一 的 酶 制 
剂 用 另 一 种 方法 检验 可 能 结果 不 一 致 ,因此 , 酶 的 纯度 应 注 明 达到 哪 种 纯度 ,如 电泳 纯 、 层 析 纯 、 
HPLC 4S, 
表 1-9 一 些 常用 的 检验 酶 纯度 的 方法 


Wm 法 备 注 
超速 离心 对 检测 少量 杂质 ( < 5% ) 时 不 太 满意 , 当 存 在 络 合 一 解 离 体系 时 也 会 出 现 问题 
HOOK 必须 在 多 种 pH 值 下 进行 ,在 单一 pH 值 下 ,两 种 酶 可 能 一 起 移动 


检测 与 亚 基 分 子 量 不 同 的 杂质 的 一 个 主要 方法 ,对 检测 制备 物 中 蛋白 水 解 酶 的 


stad 水 解 作用 非常 有 用 ; 酶 由 不 同 亚 基 组 成 时 ,会 出 现 多 条 区 带 

re 检测 杂质 的 极 灵敏 方法 ,有 时 当 存在 表 观 异 质 时 ,会 出 现 假象 

全 应 该 指明 只 存在 单一 多 肤 链 ,有 些 酶 具有 封闭 和 N -未 端 , 另 一 些 酶 则 由 二 硫 键 
连接 的 几 条 肘 链 组 成 

免疫 技术 高 度 的 专 一 性 ,但 抗 血清 制备 较为 麻烦 


一 般 实验 室 常用 电泳 法 检验 酶 的 纯度 ,电泳 法 所 用 样品 少 (10vg 左右 ) ,速度 快 (2 ~ 4h) ,仪器 
简单 ,操作 也 较 方便 。 使 用 最 多 的 为 聚 丙 烦 酰胺 凝 胶 电 泳 。 

聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 不 同 于 一 般 的 自由 界面 电泳 或 其 他 介质 电泳 ,其 电泳 分 离 时 ,电泳 系统 兼 
有 “电荷 效应 "浓缩 效应 "和 “分 子 得 效应” ,因而 分 辩 率 较 高 。 根 据 制 胶 形状 的 不 同 , 常 分 成 圆 盘 
电泳 和 垂直 板 电泳 两 种 。 

当 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 孔径 约 为 被 分 离 的 蛋白 质 分 子平 均 大 小 一 半 时 ,分离 效 果 最 佳 。 因 此 ,用 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 来 鉴定 酶 的 纯度 时 ,应 根据 被 检测 酶 分 子 量 的 大 小 ,选用 合适 孔径 的 凝 胶 ( 表 
1- 10)。 凝 胶 的 孔径 可 以 通过 改变 聚 丙烯 酰胺 (Acr) 和 甲 又 双 丙 烯 酰胺 (Bis) 的 含量 和 比例 ,方便 地 
加 以 调节 。 


表 1-10 电泳 分 离 最 适 凝 胶 浓度 


被 分 离 蛋白 分 子 量 
小 于 104 
1~4x104 


BER E ( % ) 


15 ~ 20 
4x 10° ~1x10° 10 ~ 15 
1~5x10 


KF 6x 10° 


5~ 10 


通常 把 浓度 为 7.5 色 的 凝 胶 称 为 标准 凝 胶 , 其 平均 孔径 为 mm 左右 ,适合 于 生物 体内 大 多 数 蛋 
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白质 的 分 离 。 

溶液 pH 值 可 显著 影响 蛋白 质 分 子 侧 链 基 团 的 解 离 状态 ,使 蛋白 质 分 子 电 荷 性 质 发 生 改 变 , 故 
应 选择 合适 的 pH 凝 胶 系 统 , 使 蛋白 质 得 到 最 好 的 分 离 。 一 般 , 高 .中 PHE 族 胶 系 统 适 合 于 分 离 酸性 
和 中 性 蛋白 质 , 低 pH 系统 则 适宜 于 碱 性 或 中 性 蛋白 质 的 分 离 。 电 极 的 接 法 前 者 为 上 负 下 正 ,后 者 
改 为 上 正 下 负 。 

电泳 用 的 样品 中 通常 加 一 些 甘油 或 基 糖 溶液 ,用 以 增加 样品 密度 ,预防 加 样 时 样品 扩散 ` 漂 移 。 
样品 中 有 时 还 要 加 入 一 些 琉 基 乙醇 ,以 防 电 泳 时 蛋白 质 侧 链 中 游离 的 琉 基 氧化 成 二 硫 键 , 发 生 聚 集 
现象 。 另 外 ,样品 液 中 常 加 入 少量 溴 酚 蓝 (0.1% 左 右 ) ,用 以 指示 电泳 进行 的 程度 。 电 泳 结束 后 , 需 
将 分 离 的 酶 蛋白 进行 染色 显示 。 染 色 的 方法 可 分 为 两 大 类 ,一 类 是 采用 参与 蛋白 质 起 染色 反应 的 
染料 染色 ,常用 的 有 氨基 黑 10B, 考 马 斯 亮 蓝 R250 及 一 些 荧光 染料 ,如 :1- 葵 胺 基 - 8 - 蔡 磺 酸 镁 等 
等 ; 另 一 类 是 利用 酶 特异 性 的 活性 染色 。 

KAAS 10B 染色 时 , 常 将 氨基 黑 10B 直接 配 在 稀 醋 酸 溶液 中 ,这 种 染色 液 兼 有 固定 和 染色 
YER. SRE ARP RIA 1 ~ 2h, 然 后 用 稀 醋 酸 溶液 进行 脱色 显示 。 

考 马 斯 亮 蓝 R250 染色 的 灵敏 度 比 氨基 黑 10B 高 5 倍 左右 , 且 染 色 速 度 快 ,脱色 方便 ,因而 更 受 
欢迎 。 

活性 染色 法 是 利用 酶 本 身 的 催化 活性 ,将 酶 促 反 应 直接 或 间接 地 与 可 以 生成 有 色 物 质 的 化 学 
反应 相 偶 联 ,从 而 染色 显示 酶 蛋白 所 在 位 置 。 其 中 四 氮 唑 盐 法 使 用 最 为 广泛 , 凡 酶 促 反应 的 底 物 或 
产物 能 使 黄色 可 溶性 硝 基 四 氮 唑 蓝 (NBT) 还 原生 成 不 溶性 的 蓝 色 甲 措 物 的 都 可 用 该 法 检测 。 如 乳 
酸 脱氧 酶 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 后 ,将 凝 胶 浸 入 含 乳 酸 、NAD* 4} FA BERR (PMS) Al NBT 2 
液 中 ,可 在 有 活性 的 酶 蛋白 位 置 显 出 清晰 的 蓝 色 条 带 。 又 如 : 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 经 凝 胶 电 泳 分 
离 后 也 可 用 此 法 检测 , 核 黄 素 光 化 学 还 原 时 生成 的 0; 可 使 NBT 还 原 ,而 SOD 能 够 竞争 性 地 清除 
0; ,因此 , 当 电 泳 分 离 的 凝 胶 经 含 核 黄 素 `NBT、TEMED 的 溶液 浸泡 后 ,再 经 光照 ,就 能 在 蓝 色 背景 
上 显示 出 含有 SOD 的 空白 条 带 ,这 种 活性 染色 法 可 检测 出 纳 克 (ng) 级 的 SOD。 如 果 染 色 显 示 出 多 
个 条 带 ,说 明 酶 样品 中 还 含有 其 他 和 蛋白质。 假如 只 有 一 个 条 带 , 有 时 还 需要 进一步 验证 ,因为 某 一 
条 件 下 ,可 能 有 两 种 蛋白 质 的 电泳 迁移 率 完 全 相同 ,可 以 通过 改变 电泳 条 件 , 走 双向 电泳 或 其 他 方 
法 来 进一步 确定 酶 的 纯度 。 

SDS( 十 二 烷 基 硫酸 钠 ) 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 也 常用 于 检验 酶 的 纯度 。 这 种 方法 分 离 蛋白 质 
时 ,可 使 蛋白 质 分 子 按 分 子 量 大 小 排列 ,非常 直观 。SDS 可 使 蛋白 质变 性 ,使 蛋白 质 肽 链 和 舒展, 并 按 
每 两 个 氨基 酸 残 基 一 个 SDS 分 子 的 比例 与 蛋白 质 结合 ,其 结果 使 得 每 个 蛋白 质 分 子 所 带电 荷 基本 
相同 。 因 此 ,电泳 迁移 率 只 与 蛋白 质 分 子 量 的 大 小 有 关 。 如 果 被 检测 的 酶 含有 不 同 分 子 量 的 亚 基 ， 
那么 即使 是 纯 酶 ,SDS 凝 胶 电 泳 仍 会 按 亚 基 分 子 量 的 大 小 显示 出 多 个 条 带 。 需 要 注意 的 是 如 果 变 
性 过 程 不 彻底 ,就 会 出 现 不 正确 的 结果 。 

等 电 聚 集 法 分 辩 率 较 高 ,可 将 蛋白 质 按 等 电 点 的 大 小 一 一 分 开 ,可 以 检测 出 其 他 方法 无 法 区 别 
的 电荷 差异 很 小 的 同 工 酶 。 如 纯化 人 胎盘 肉 二 醇 178 -脱氧 酶 用 普通 电泳 法 在 pH6.2、.pH7.8 条 件 
下 电泳 结果 一 条 带 , 但 等 电 聚 焦 电 泳 还 可 分 辨 出 其 他 五 条 微弱 的 区 带 。 该 法 的 的 缺点 是 仪器 试剂 
较 贵 ,操作 较为 复杂 。 

超速 离心 法 需 在 专用 的 超速 离心 机 上 进行 ,通过 观察 离心 过 程 中 样品 的 沉降 峰 等 检测 酶 的 纯 
度 ,具体 采用 的 方法 有 沉降 速度 法 和 沉降 平衡 法 。 

肽 链 N -末端 分 析 也 可 用 于 酶 纯度 的 检测 。 通 常 如 果 酶 分 子 只 有 一 条 肽 链 组 成 ,理论 上 只 能 
检测 出 一 种 N -未 端的 氨基 酸 ,如 酶 分 子 含 有 多 个 亚 基 , 则 检测 的 N -末端 氨基 酸 数目 与 亚 基数 一 
Bl. ALERT FH ON -末端 的 氨基 和 肽 链 中 的 羧基 形成 环 状 结构 ,就 不 能 用 该 法 检测 纯度 了 。 

利用 抗原 -抗体 间 的 免疫 反应 也 可 检测 酶 的 纯度 ,常用 的 有 免疫 扩散 和 免疫 电泳 法 。 这 两 种 方 
法 都 应 预先 准备 好 被 测 酶 蛋白 的 抗 血 清 。 在 免疫 扩散 法 中 ,通常 将 纯化 制 得 的 酶 样品 和 抗 血清 分 
别 加 到 琼脂 糖 凝 胶 板 上 小 孔 中 ,让 其 自由 扩散 ,通过 观察 抗原 -抗体 间 形 成 的 沉淀 弧 的 数量 和 形状 ， 
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来 分 析 酶 的 纯度 (图 1- 11)。 免 疫 电泳 是 将 酶 样品 经 电泳 分 离 后 ,再 将 抗 血清 加 到 抗体 槽 中 进行 双 
向 扩散 ,使 其 形成 沉淀 弧 ,免疫 电泳 由 于 利用 扩散 和 电泳 两 种 方法 将 不 同 抗原 组 分 一 一 分 开 , 故 其 


灵敏 度 比 单纯 的 免疫 扩散 法 要 高 得 多 。 


1-11 琼脂 免疫 双 扩散 法 检验 酶 的 性 质 
Ab: 抗 血 清 
Agl -4: 不 同 纯度 的 酶 样品 


1.4.3 酶 活性 部 位 滴定 


经 多 步 纯 化 后 的 酶 蛋白 中 杂质 比例 一 般 都 很 低 , 有 时 
用 几 种 方法 可 能 无 法 分 析 ,这 时 若 改 用 测定 样品 中 有 关 污 


染 酶 活力 可 能 比分 析 和 杂质 蛋白 质 本 身 的 存在 与 否 更 容易 一 
此 


= 


1.4.2 BEVBEN RR 


检测 纯化 酶 的 催化 活性 时 ,要 使 测定 条 件 下 在 最 适 状 
态 。 如 测定 体系 中 有 足够 的 激活 剂 和 辅 因 子 ,无 抑制 剂 等 ， 
还 需 搞 清 酶 在 什么 条 件 下 保存 较为 稳定 。 在 有 些 情 况 下 需 
加 入 一 些 还 原 剂 (如 二 硫 苏 糖 醇 、 琉 基 乙 醇 ) ,以 保证 半 胱 氢 
酸 侧 链 斑 基 处 于 还 原 态 。 在 低温 贮存 酶 时 ,可 将 酶 在 50% 
(也 从 的 甘油 溶液 中 保存 ( - 18°C) ,以 减少 酶 的 失 活 。 长 期 
保存 酶 制剂 时 ,应 考虑 到 痕迹 量 蛋 白水 解 酶 降解 作用 的 可 
能 性 。 


如 果 酶 制剂 用 前 面 介 绍 的 方法 分 析 达 到 均一 , 仍 有 可 能 其 中 有 部 分 酶 已 经 失 活 ,一 般 可 用 活 
性 部 位 滴定 "技术 测定 活性 酶 的 含量 。 在 这 一 方法 中 ,如 果 再 生 酶 的 中 间 络 合 物 分解 反 应 较 慢 ,就 
可 观察 到 酶 和 底 物 反应 过 程 中 产物 的 快速 释放 现象 。 失 活 的 酶 不 会 产生 任何 产物 ,因此 形成 的 产 


物 浓 度 就 可 代表 酶 的 浓度 。 


Un & WO NH & 
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19 世纪 末 20 世纪 初 ,许多 人 致力 于 研究 酶 的 催化 作用 并 和 希望 用 数学 原理 和 质量 作用 定律 解 
释 酶 反应 的 进程 : 1902 年 , Henri 和 Brown 分 别提 出 了 酶 促 反 应 中 有 酶 - 底 物 络 合 物 的 生成 ,并 推导 
了 数学 关系 式 。1909 年 ,Sorenson 指出 了 pH 值 对 酶 活力 的 影响 。1913 年 Michaelis 和 Menten 用 简 
单 的 平衡 或 准 平 衡 概念 推导 了 单 底 物 的 酶 促 反 应 方程 。1925 年 , Briggs 和 Haldane 对 酶 动力 学 引信 
了 稳 态 的 概念 。 平 衡 态 和 稳 态 现在 都 已 用 于 解释 酶 的 动力 学 性 质 。 

50 年 代 中 期 以 前 ,大 多 数 单 底 物 酶 促 动力 学 研究 都 基于 Henri 和 Michaelis - Menten 2% Briggs - 
Haldane 方 程 。60 年 代 初 ,已 尝试 用 平衡 态 概 念 解释 双 底 物 甚至 三 个 底 物 的 酶 促 反 应 。 也 有 基于 
稳 态 的 观点 ,如 Dalziel, Alberty, Hearon 等 。 后 来 ,King 和 Altman 建立 了 一 种 推导 复杂 的 稳 态 反应 
的 图 解法 ,经 Cleland 系数 转换 规则 ,可 将 复杂 的 酶 促 反 应 表示 成 简单 的 动力 学 方程 。1965 年 ， 
Monod, Wyman 和 Changeus 建立 了 变 构 酶 动力 学 模型 。 一 年 以 后 ,Koshland、Nemethy 和 Filmer 基于 
Koshland 诱导 模型 建立 了 另 一 个 解释 变 构 酶 动力 学 的 模型 。 前 稳 态 动力 学 主要 由 Chane, Eigen, 
Roughton 和 其 他 人 建立 。 

酶 作用 动力 学 研究 的 是 酶 催化 反应 速度 问题 ,分 析 各 种 因素 对 反应 速度 的 影响 ,推断 反应 物 到 
产物 之 间 可 能 进行 的 历程 ,具有 重要 的 理论 意义 和 广泛 的 实践 意义 。 


2.1 酶 的 基本 动力 学 


2.1.1 Michaelis— Menten 方程 


1913 年 Michaelis 和 Menten 发 展 了 前 人 的 理论 ,对 于 只 有 一 个 底 物 结合 位 点 的 单 底 物 酶 催化 
反应 ,最 简单 的 反应 方程 式 为 : 


ky 
k 

E+S < 一 一 全 第 —>E }p 
k_, 


米 氏 方程 假设 hk, < k_,, BORD. BED SD ZIMA IK BF A (equilibrium), BJ E+ S 
< ES 之 间 的 平衡 迅速 建立 , 络 合 物 解 离 形 成 的 产物 P 浓 度 很 低 , 不 足以 破坏 这 一 平衡 , 则 ; 
k, [E][S] =k_, [ES] 

ES 的 解 离 常数 OK, 为 


则 


因为 [PE ] = [E]+[ES] 
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Vo = k,[ ES] 
Vo k, ES] 
[E,] [E]+ [ES] 

ky [Ey ILS] 

© Fe oe) 
若 底 物 浓度 很 高 ,所 有 的 酶 都 以 酶 - 底 物 络 合 物 形 式 存在 ,初速 度 w 达到 最 大 View: 

站 = k»[ Ep | 

以 Vina ARF ky Ep |, Wl 
Vine LS] 
°° TS] + K, 


FR EG Ta FBI FS TIER PY SE a Fs FAR IE, TEE FS BS ES PR RE TK 
WAR ENB ATT I a Pd FA Bg — BRIS BT RE a BE, SE Ps ae PE I LR 
FEA AER TE AD ik — ee A AZ 

由 于 初 底 物 浓度 [So | ze a BE LE, |, I 2 ST iT De aR BE A ST LA 
忽略 ,所 以 vo 表达 式 中 [S] 就 是 指 [S |. 

米 氏 方程 可 解释 一 些 实验 事实 ,但 无 普遍 适用 性 ,因为 有 些 酶 促 反 应 速度 很 快 ,足以 破坏 米 氏 
假定 的 平衡 条 件 。 


2.1.2 Briggs - Haldane 修饰 的 Michaelis - Menten 方程 
1925 年 Briggs - Haldane 对 米 氏 方程 引入 了 更 为 普遍 的 假设 :在 初速 度 范 围 内 , 酶 浓度 远 低 于 底 


物 浓 度 , 则 酶 - 底 物 络 合 物 浓 度 也 很 低 。 除 了 反应 和 初期 的 瞬间 ,ES 的 变化 速率 相对 于 [了 ] 而 言 可 
以 忽略 , 即 反 应 进行 一 段 时 间 后 ,ES 的 生成 速度 和 分 解 速度 相同 (图 2-1)。 


浓度 
[So] 


图 2-1 酶 反应 过 程 中 各 种 浓度 的 时 间 曲 线 
快速 反应 研究 证 明 在 上 述 条 件 下 ,这 一 假设 对 大 多 数 酶 促 反 应 是 合理 的 。 恒 态 通 常 在 反应 初 
期 数 毫 秒 内 迅速 建立 ,并 维持 数 分 钟 , 当 产 物 累 积 时 ,可 逆反 应 才 有 意义 。 
对 于 反应 : 


ky k 
2 
E+S <== FS 一 一 E+P 
ke, 


根据 稳 态 (steady - state) 假 设 : 
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k, (E](S] =(k_, HDLES] 


则 
k_, +k, 
LE] = k, (SJLES] 
AA [EF] =(E]+(Es] 
dex ki RES] 
Uo k, LES] 
[—] [E]+(ES] 
, LIES] kB ][g] x 
BRAG ES Te] STS) 
式 中 OK, = aa Vinx 
底 物 浓度 通常 远 高 于 酶 浓度 , 故 [S]=[S ] 
y-[S] SV inax 
oy [S]+K,, 
这 一 关系 式 与 米 氏 方程 形式 相同 ,只 是 常数 定义 不 同 ， Km is] 
因此 仍 称 为 米 氏 方程 。 玉 。 CXLAKKRBM, 4k sh HN, 
a 图 2- 2 米 氏 方程 曲线 


vo 对 [S] 作 图 得 双 曲 线 与 许多 酶 促 反 应 结果 一 致 (图 2- 2)。 
2.1.3 米 氏 方程 的 意义 


米 氏 方程 是 指 每 个 酶 分 子 只 有 一 个 结合 位 点 ,反应 中 只 形成 一 种 络 合 物 的 单 底 物 酶 促 反 应 。 
这 种 反应 很 少见 ,但 在 多 底 物 反应 中 ,如 果 只 有 一 种 底 物 浓度 发 生变 化 ,其 他 底 物 浓度 都 保持 不 变 ， 
那么 可 纳入 准 单 底 物 反应 。 同 样 ,单一 结合 位 点 的 酶 也 可 纳入 于 具有 多 个 结合 位 点 , 且 相互 之 间 没 
有 发 生 作用 的 酶 ( 见 变 构 酶 一 章 )。 具 有 一 种 络 合 物 形成 的 反应 历程 一 般 为 : 

E+S SEs —*. pp < +P 

假设 ES>EP 为 总 反应 限 速 步骤 。 

实际 上 , 米 氏 方程 能 应 用 于 很 多 酶 促 反 应 。 常 数 了 .和 天 。 可 以 测定 , Ye 随 酶 浓度 发 生变 化 ， 
但 K,, 为 所 观察 系统 的 特征 常数 ,不 随 酶 浓度 改变 ,因而 可 用 于 鉴别 特定 的 酶 。 一 般 , K,, 值 在 10~° 
~ 10mol/EL 之 间 , 由 于 催化 这 一 步 (ES->E+P 或 ES->EP) 通 常 为 限 速 步骤 ,如 A k_ WKF b,, A 
而 米 氏 假定 的 平衡 成 立 ,K。=~ K,0 ft K, 可 代表 底 物 与 酶 的 亲和力 :及 值 越 小 ,亲和力 越 高 , 反 
之 亦 然 。 

生物 体 细 胞 内 ,如果 一 种 物质 可 进入 几 条 供 选 择 的 代谢 途径 ,那么 决定 因素 之 一 就 是 各 个 途径 
第 一 个 酶 的 K, 值 。 如 ,观察 一 下 己 糖 磷酸 :和 葡萄糖- 6- 磷酸、 葡萄 糖 - 1 -磷酸 和 果糖 - 6 -磷酸 在 代 
谢 中 的 取向 ,这些 己 糖 磷酸 在 细胞 内 极 易 相 互 转变 ,可 认为 是 同一 种 物质 。 糖 酵 解 过 程 中 的 第 二 步 
由 磷酸 果糖 激酶 催化 ,该 酶 对 底 物 果糖 - 6 -磷酸 的 K。 值 远 小 于 糖 原 合 成 过 程 中 的 第 一 个 酶 对 葡 
萄 糖 - 1 -磷酸 的 K。。 因 此 ,在 大 多 数 己 糖 磷酸 浓度 下 ,果糖 磷酸 激酶 被 底 物 的 饱和 程度 远 高 于 糖 
原 合 成 酶 被 底 物 的 饱和 程度 ,大 多 数 己 糖 磷酸 走 糖 酵 解 途径 。 只 有 在 高 己 糖 磷酸 浓度 下 ,果糖 磷酸 
激酶 被 底 物 过 饱和 ,这 时 糖 原 合 成 途径 才 有 意义 。 当 然 , 代 谢 物 的 取向 除了 取决 于 及 。 值 外 ,还 受 
到 各 种 酶 的 浓度 及 各 酶 浓度 下 的 Vin A FA ASM a FA BE OI 

在 酶 促 反 应 中 ,有 Vina = Hew [Eo] 这 一 表达 式 。 常 数 1s 称 为 转换 数 ,代表 单位 时 间 内 每 个 酶 分 
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子 将 底 物 分 子 转换 成 产物 的 最 大 值 。 对 于 以 上 所 讨论 的 简单 类 型 反应 , k。 = 局。 而 对 于 较 复 杂 的 
反应 , 上 是 几 个 速度 常数 的 郴 数 。 对 于 大 多 数 酶 而 言 ,转换 数 在 每 秒 1 ~ 10 范围 内 。 
由 于 “Ye = heal Ep] 代入 米 氏 方程 : 


vo = FE ITS (Bo lelS lel Kel) 
所 以 Je 为 二 级 速度 常数 ,如 果 一 个 酶 有 两 个 竞争 性 底 物 SS , 则 : 


», = (4) tis] », =(4) [Ers] 
m4 mn’ 


o, (heh, te 
所 以 _! we fats 
Ys (hea! Kn) [S,] 


4[S,]=[S, ]Bt, 0, Joy = (hea! Km) Chea! Km) 所 以 hea! Km 比值 可 用 于 衡量 酶 对 底 物 的 专 一 
性 ,如 延 胡 索 酸 水 解 酶 水 解 底 物 延 胡 索 酸 ( 反 丁 烯 二 酸 )、 氟 代 反 丁 烯 二 酸 , 氯 代 反 丁 烯 二 酸 和 省 代 
反 丁 烯 二 酸 时 ,其 有 /及 分 别 为 1.6x108、9.8x10、 2.0x10 和 2.5x1l0s-l mol-1.L。 底 物 中 取 
RA RFK ,对 酶 的 反应 活性 越 低 。 表 2- 1 列 出 了 一 些 酶 的 /天 。 值 。 

keea! Ky 值 还 可 用 于 检验 是 否 达 到 恒 态 或 平衡 态 : 恒 态 时 : 
ki +. ky 

ky 

如 果 k, > k_, (EAA IER) MK, = heyhey VA heey FEAR bo hea Ka = by, ky PK 
ABE ER BE Fe BL PRR I FEE A SEG TE BBL 10’ s' mol ' 工 数量 级 ,所 
VAM bog! Ko, 为 同样 的 数量 级 时 就 可 假定 为 恒 态 。 例 如 延 胡 索 酸 水 解 酶 .过 氧化 氢 酶 和 丙 糖 磷酸 
SPREAD Kew! Kp 分 别 为 1.6x108、 4x10 及 2.4x108s-imol-1 ,都 达到 了 恒 态 。 


表 2-1 一 些 酶 和 底 物 Ky kat ka/ Ky 值 


| 


ke car! Ky, (mol ~! +3! +L) 


乙酰 胆 碱 酯 酶 9.5x10-5 1.4x 10 1.5x 10 
PRET BS CO, 1.2107? 1.0x 10° 8.3x 10’ 
HCO; 2.6x 10~? 4.0x 10° 1.5x 10’ 
过 氧化 氢 酶 HO 2.530-” 1.0x 10’ 4.0x 10° 
胰 凝 乳 蛋白 酶 | N= 乙 酰 甘 氨 酸 乙 酯 4.4x10-1 5 下 X 人“ 1.2x 107! 
N-Z BEAR CBG 8.8 x 10-7 1.7x 107! 1.9 
N-CRMARZ BE 6.6x 10-4 1.9x 10 2.9 x 10° 
延 胡 索 酸 酶 延 胡 索 酸 5.0x10-5 8.0x 10? 1.6x 10° 
苹果 酸 2.5x 10-5 9.0x 10 3.6x 10’ 
尿素 2.5x 107? 1.0x 10 4.0x 10° 


恒 态 动力 学 常数 都 是 由 体外 实验 高 纯度 溶液 中 测 出 的 ,一般 都 处 于 酶 的 最 适 pH 值 条 件 ,与 体 
内 细胞 中 酶 起 作用 的 pH 值 条 件 不 一 定 相同 。 因 为 许多 酶 同 处 于 一 个 环境 并 不 一 定 是 最 适 的 pH 
值 , 温 度 也 是 如 此 。 体 外 恒 态 实验 中 酶 浓度 通常 低 于 体内 的 酶 浓度 (快速 反应 测定 中 不 必 如 此 ), 更 
为 重要 的 是 体外 实验 缺少 很 多 因素 ,如 体内 对 酶 很 有 贡献 的 生物 膜 。 因 此 ,体外 动力 学 研究 尽管 有 
用 ,但 并 不 完全 代表 生物 有 机 体 中 酶 的 行为 。 


2.1.4 米 氏 方程 中 Kas Vinx HME 


2.1.4.1 Lineweaver- Burk 作 图 ( 双 倒 数 图 ) 
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由 米 氏 方程 w -= [S%] 曲 线 (图 2-2) 外 推 Te » Km 是 很 不 准确 的 。1924 年 Lineweaver 和 Burk 将 
米 氏 方程 化 为 倒数 形式 : 


GA ate 作 图 可 得 -直线 (图 2 - 3)。 纵 轴 堆 
距 为 记 _，, 钊 率 为 了 = , 横 轴 截 距 为 - 此 即 可 得 到 Tu 
和 K a 7 -1/Km 1/[So] 


如 果 对 某 一 酶 双 倒 数 作 图 有 线性 偏离 ， 就 说 明 米 图 2-3 Lineweaver ~ Burk 作 图 
氏 方 程 的 假设 对 该 酶 不 适用 。 
2.1.4.2 Eadie - Hofstee 和 Hanes 作 图 


双 倒数 作 图 有 以 下 几 个 缺点 :第 一 ,直线 外 推 至 - 六 时 ,通常 已 到 纸 的 边缘 ,甚至 重 作 图 。 第 


二 , 低 底 物 浓度 下 测定 往往 不 准确 , 底 物 浓度 应 由 低 到 高 全 面 选择 。 第 三 ,这 种 作 图 法 与 其 他 作 图 
法 比较 ,很 少 有 线性 偏离 ,不 利于 观察 酶 的 作用 机 制 。 
Eadie - Hofstee 将 双 倒 数 形式 的 方程 两 边 同 乘 wm， 凡 ,整理 可 得 


tj = Ky + 了 


(] 
oy hat 作 图 为 一 直线 [图 2 - 400) RR — K。, 纵 轴 截 距 为 Van , 横 轴 蕉 距 为 -Re , Hanes 作 

图 是 将 双 倒数 方程 两 边 同 乘 以 [Sy ] ,可 得 
[S] 


Vo 


ye IS]+ 72 
1 


ys ] 


-对 [S ] 作 图 可 得 一 直线 [图 2- 4(b)] ,斜率 为 一 — EEA Kp | Veron 0 


[So]/Vo 


U/ [So] 


FA 2-4 zz 对 ?zo/[S] 和 [So j/o 对 [So] 作 图 
(a) Eadie - Hoffstee 作 图 ; (b) Hanes 作 图 

Eadie ~ Hofstee 和 Hanes 作 图 为 动力 学 研究 者 偏爱 ,但 双 倒数 作 图 法 仍 为 广大 酶 学 工作 者 使 用 。 
计算 机 通常 以 最 小 二 乘法 处 理 实验 数据 得 到 K, 了 ,但 结果 并 不 完全 可 靠 , 重 要 的 是 应 该 观察 是 
否 有 偏离 线性 的 迹象 。 

2.1.4.3  Eisenthal and Comish - Bowden 作 图 

由 以 上 讨论 可 知 ,即使 有 计算 机 进行 数据 处 理 , 也 难以 完全 正确 估计 OK, Vinx LL, 1974 年 ， 
Eistenthal 和 Comish - Bowden 提出 了 基于 米 氏 方程 的 另 一 种 作 图 法 。 在 固定 酶 浓度 时 , 双 倒 数 关系 


K,, 

Le Ot LS] 
[9 
K., ) 

eel 1 oa eo a 


Yo id 4 sel Se 
以 Vix 对 天。 作 图 可 得 一 直线 。 乍 看 起 来 ,似乎 不 可 理解 。 但 从 数学 上 来 说 ,此 关系 式 是 正确 
No 
K.. = 09) sa = wor 
re ="0, Ki. fe 
每 一 对 wm,[S ] 都 可 标 在 ee。. 轴 和 天。 轴 上 ,相应 [8] FR MBA XR AARLT — A,X 
点 的 坐标 为 真实 的 Ky. View SAI , PRR XH BA AT EIA (Al 2-5) Fans 
工作 者 认为 ,只 要 没有 偏离 线性 的 迹象 ,估计 天 。, Venue 的 最 好 方法 是 从 这 些 交 点 中 取 一 个 中 间 值 。 


[So]。 [Sol], Kp Kn 


图 2-5 固定 [Po ] 时 酶 促 反 应 典型 的 Eisenthal - Comish - Bowden 图 形 
V>max 和 K-m HWA Vinx Km 的 最 好 估计 值 
2.1.4.4 米 氏 方程 的 积分 式 
在 产物 不 产生 抑制 , 且 逆 反应 不 进行 ,在 任何 给 定时 间 内 的 反应 全 过 程 的 速度 仅仅 由 于 [S] 降 
低 影响 时 ,Michaelis - Menten 方程 的 积分 式 可 描述 反应 的 全 过 程 
re d[S] _ VS] 


重新 整理 并 组 合 为 vdt =- 


在 任 两 个 时 间 ( 例 如 零 位 时 间 ty 和 任 一 别 的 时 间 ¢) POT A PR PR ES], 和 [S]) 之 间 
积分 : 


1 aA A [s] d[S] [S] 
0) at ees on dis] = - kale =e | dlS] 


[Sj。 
min 28K aloe ee tl bE 13.) 
式 中 [S] 为 底 物 在 任 一 时 间 上 的 浓度 = [S% ] - [P]。 上 式 右边 的 部 分 是 由 一 级 反应 项 和 零 级 反 
应 项 组 成 的 。 将 方程 两 边 除 以 K。t ,重新 整理 为 : 
2.3, Slo _ 1 (fsh-[S]) |, v 
fe ish Ke t K,, 
这 是 一 条 直线 方程 。 因 此 ,在 反应 期 间 , 通 过 测量 不 同时 间 利用 的 底 物 浓度 (或 形成 的 产物 )， 


p22, 本 es -3.) 作 图 ,其 斜率 为 - 二 , 纵 轴 截 距 为 -ee , 横 轴 截 距 为 re ,在 某 些 条 件 下 
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测量 初速 度 可 能 有 困难 ,K。, 了 .可 用 该 法 测定 。 
2.1.5 可 逆反 应 的 Haldane 关系 式 
一 简单 的 酶 催化 二 步 可 道 反应 为 
E+S 一 一 + 了 
该 可 反应 在 任 一 方向 上 测定 ,S 和 了 的 玉 。 值 分 别 为 Ke 和 天 。。 正 向 和 逆向 的 最 大 反应 初速 
度 分 别 为 六 和 人 凡 。 如 前 所 述 : 


y= ky [Ep |] 天。 = ky . 
通过 相同 的 恒 态 处 理 , 可 以 证 明 ， 
0, = [BR Ke = EH 


从 左 向 右 看 ,反应 的 平衡 常数 是 各 步 平衡 常数 的 乘积 ,并 用 各 速度 常数 表示 : 


K。= K,K = o 二 (天 。 为 平衡 常数 ) 


我 们 用 Kun» Yu 来 表示 这 一 组 速度 常数 
Ve kk, LK, | v, k_.k_, [Ey] 


| ey Ee ree oe ko.+ k_, 
vl Kyp ky kalEp]) (he + bd 


两 式 相 除 0,1 Km ee ins kk[E] 
o,K kk, 
即 WE 


这 一 表达 式 为 反应 的 动力 学 常数 Kas TY 与 平衡 常数 K.-W KAS, A Haldane 导出 。 假 如 已 
知 平衡 常数 ,该 关系 式 可 用 于 验证 动力 学 常数 的 准确 性 。 


2.2 King - Altman 法 推导 酶 动力 学 方程 


酶 促 反应 的 中 间 络 合 物 超 过 两 个 以 上 时 ,速度 方程 用 代数 法 推导 相当 复杂 。1956 年 ,King 和 
Altman 在 和 矩阵 的 理论 基础 上 提出 了 一 个 图 解 方法 ,后 又 经 Wong 和 Hanes 加 以 规则 化 。 对 一 般 的 生 
化 工作 者 而 言 ,这 是 一 个 简便 而 又 可 靠 的 方法 ,近年 来 已 被 广泛 应 用 。 


我 们 先 从 简单 的 酶 反应 开始 ,在 恒 态 条 件 下 : E+S—+ES—+E+P 


King ~ Altman 法 要 求 将 反应 写成 循环 形式 ， 使 所 有 的 襄 酶 种 类 (包括 下 在 内 ) 相 互 转变 展示 出 
来 ,每 步 都 用 k(Kappa) 表 示 ,k 是 这 步 速 度 常数 和 有 关 游离 底 物 浓度 的 乘积 ,如 不 涉及 底 物 ,那么 只 
有 速度 常数 ,所 以 上 式 可 写成 
k, [So] 


及 二 
区 ES 


大 2 
P 


对 每 一 个 酶 品种 ,必须 列 出 其 所 有 的 生成 途径 ,每 条 途径 应 该 含有 n - 14, n 为 存在 的 酶 品种 
数 (上 例 为 2) ,每 条 途径 的 各 步 < 积 就 可 确定 ,每 个 < 积 包含 ” - 1 项 。 两 个 箭头 同时 到 达 一 个 酶 品 
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种 的 途径 是 容许 的 ,但 两 个 箭头 同时 离开 一 个 酶 品种 的 途径 是 禁止 的 。 因 此 ,不 会 出 现 闭 环 。 


酶 品种 形成 此 酶 品种 的 途径 k 积 总 和 
E ee E k, k_, + k, 
ES Hat sie ky LSo] 
对 每 个 酶 品种 ,成 立 关系 式 : Rett = Meee Eee 
[E] k_, + k, 
所 以 一 一 = 一 一 一 一 
[Fo] ky +h + klS] 
[ES] AS) 
[FE | ° ky + k, so ki lS] 
总 的 速度 方程 为 v = k,[ES] 
ky ky LSy ILE J VIS] 


LAA AORRS EES el eee 


再 举 一 个 含有 三 个 酶 品种 的 反应 实例 , 胰 凝 乳 和 蛋白酶 催化 的 反应 可 作 此 简化 假定 。 在 稳 态 条 


件 下 AX + EPEAX -EX 一: 下 +X 
=1 


A 
循环 形式 为 
ki [AXd 
E EAX 
k, 
ks ko 
xX 
EX A 
酶 品种 形成 此 酶 品种 的 途径 k 积 总 和 
E 
E ks 
kok; + k- iks 
BAX k, [AX] 
ki ks[Axol 
Ex k, [AX] 
a ki k2[ Axa 
[EX] _ hy kaLAXo] 
[Ey] 了 kak, + k_,k3 + ky ky LAX | + ky ky [AXo | 


dA] d[ X] 
v= a = k, [EAX ] = Ay. = k,( EX] 
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eka hy (AX 1051 
mr GhL os FT) eS BLAMED 
上 面 两 个 实例 可 使 我 们 对 King - Altman 方法 有 初步 的 了 解 。 一 般 来 讲 , 这 个 方法 大 体 包 含 下 
列 几 步 。 
第 一 , 写 出 其 反应 历程 的 方程 式 , 将 各 种 不 同 的 酶 存在 形式 (Enzyme Specles) 安 排 成 封闭 的 几何 
图 形 ,每 一 种 酶 存在 形式 作为 几何 图 形 的 一 角 ,如 简单 的 Uni Uni 反应 


SEA TPE P 
E+A i. EA iz ra + 


就 存在 三 种 不 同 的 酶 存在 形式 :E,EA 和 EP, 所 以 其 几何 图 形 为 一 个 三 角形 : 


EA 
k,[A] Yi 


k-2]\ ke 
Ek-s([P] 
= 
第 二 , 写 出 mm-1 线 的 所 有 可 能 的 图 形 ,m 为 几何 图 形 的 角 数 ( 即 酶 存在 形式 的 数目 ) ER n- 
1 线 图 形 的 总 数 应 为 : 
m! 
(nil! (mn 二 元 二 
式 中 普 为 完整 的 几何 图 形 的 线段 数目 。 在 上 例 中 ,mn - 1 线 图 形 的 总 数 应 为 3x2xl(2xlx1l)= 
3。 这 3 个 (”- 1) 图 形 如 下 : 


EA FA EA 
k[A] k.[A] 
ka ‘ ‘ ka kal | ks 
E =2 2 
E 上 s[B] E ~ k-(P] 
EP ks EP es EP 


应 该 指出 , 当 反 应 历程 构成 的 基本 图 形 包含 有 不 止 一 个 封闭 圈 (closed loops) ff , EG HH (n - 1) 
线 图 形 时 , 心 须 把 这 些 含有 各 种 各 样 的 封闭 圈 的 图 形 除去 。 例 如 ,按照 反应 的 历程 ,得 到 如 下 的 基 
本 图 形 : 


6! 
按 上 式 计 算 全 一 明和 


Bln - 1 线 图 形 的 总 数 应 用 15 个 ,但 其 中 包含 着 4 个 (mn - 1) REA: 


cave 
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应 该 除去 , 留 下 11+ (n - 1) RAB: 


每 一 个 给 定 线 数 的 封闭 圈 可 以 产生 (n - 1) 线 的 图 形 数 , 可 用 下 列 计 算 : 
(m -r)! 


(RE 
AH r 为 封闭 圈 所 具有 的 线 数 。 显 然 , r 必须 等 于 或 小 于 m” - 1。 


ABP m = 6,m-= 5。 每 种 含 三 线 封 闭 圈 (mn - 1) 线 图 形 数 (6 -3)1/(5-1-3)1(6-54+1)! 
= 3, 每 种 含 四 线 封闭 圈 ("” - 1) 线 图 形 数 = (16 - 4)1/(5-1-4)1(6-54+1)! = I1( 必 须 注意 :01! 


= We 


又 例如 下 例 5 角 6 线 基本 图 形 : 
其 (mn - 1) 线 图 形 的 总 数 为 15 个 ,但 在 所 有 的 (n” - 1) 线 图 形 中 存在 着 三 个 不 同 的 4 线 封 闭 圈 图 形 : 


V 
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(6-4)! (5-1-4)! (6-541)! =1 
这 表示 本 例 中 每 一 种 四 线 封 闭 圈 仅 能 产生 一 种 (”- 1) 线 图 形 , 余 下 的 12 个 (mn - 1) 线 图 形 都 没有 


3 
ih 


对 于 较 复 条 的 反应 机 制 ,如 


m = 8,n = 6 总 (mn - 1) 线 图 形 为 56, 但 包含 (nm” - 1) 线 封闭 圈 的 图 形 数 计算 较 复杂 。 下 列 介 绍 一 
种 计算 n - 1 线 有 效 图 形 数 (r) 的 方法 : 


r=a'b-c-(hy-ct+lge: a): 


HP a,b,c 图 4,B，,C 的 线段 ,wa = 3,6 = 3,c = 5; 
Lin > tags —— FB A AB, BRAC HEAWA, Ly, = 1, /ac = Ze 


W or =3x3x5-(? x54+2 x3) = Bs 
与 前 面 的 结果 相同 ,有 效 的 (” - 1) 线 图 形 为 


CC 


ZAKS Oh D> 
ee 
ae VE AY Tz i 1 


对 于 2 个 基本 图 形 组 成 的 King - Altman 图 , 则 


nm 


第 三 ,按照 King - Altman 图 形 可 以 写 出 每 种 酶 存在 形式 的 浓度 和 总 酶 浓度 的 比例 ,它们 具有 基 
本 上 相似 的 表达 式 


E。 ”若干 项 的 加 和 
E, -相同 的 分 母 
分 子 的 每 一 项 都 由 一 个 King - Altman 图 形 构成 ,对 于 某 一 种 特定 的 酶 的 存在 形式 ; 它 的 分 子 的 每 一 
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项 可 以 由 Kingn - Altman 图 形 中 每 一 根 线 所 表示 的 由 其 他 酶 形式 转变 为 这 种 形式 的 速度 常数 ,或 速 
度 常数 与 配 基 浓 度 彼此 相 乘 而 得 到 。 例 如 ,从 前 面 Uni Uni 反应 的 三 个 King - Altman 图 ,我 们 可 以 
得 到 


[E] k_,k_, + kk; + kyk; 


[E], 7 分 母 
[EA | k_,k, [A] + kk, LA] + k_3[P]k_. 
[EJ] 分 母 
[EP] kil Alhs + by hslP] + ka k_,[P] 
ae Apt 
分 母 为 所 有 各 分 子 项 的 总 和 , 即 
Sy tt E, | = (kp k_p + buy ks + ba kg) + ky (hp £.&, +h) [Ad + &_(h_, +4. + BDTP] 
[E] [EA] [EP] 
a Tes \ ft) * TEN 
这 样 ,速度 方程 可 以 方便 地 写 出 


ky (kok, [A] + k3k, [A] + kak. [PIP 
CY UR src Tie i oe 
k_o(k,k,[A] + k_,k_,(P] + &,k,[P])[ Ey] 
* Ay Ef 
(kk. kx[A] - k_,k.k,(P]) [Ey] 


z (k_pbag bey he ek, ky) + (hoe by + ee ALALY Ey, tho + BENE 
又 如 Theorell - Chance 机 制 : 


k k 
E+ AEA EA+B—EQ+ P 
党 2 k_» 
ky 
EQ=—E+Q 
ks 
King — Altman 基本 图 形 为 


5[A] 
ka 


心 上 ,[P]|| [HB 


(n - 1) 线 的 所 有 图 形 : 


Ron 


CE] _ Akal] + hols(B) + 大 


[Ey | 分 母 

[EA] - kiko AMP + kk. PIbQ] ic hb s1Q] 
[Eo] 分 母 

[ 


EQ] r k, ko [AJ[B] < ky k_3(BI(Q] 水 k_,k_3(Q] 
[PR ~ 分 母 


则 
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v = k,[E][A] - k_,[EA] 


v ky ky ks(AJ[B] - k_.k.ks(PIJ[Q] 


(Ey)  &.ks(B][Q] + k.k(PI(Q] + &.45(0] + &,4>[P] 


用 Cleland 系数 变换 法 可 将 该 式 转化 为 恒 态 动力 学 常数 表达 的 速度 方程 。 
2.3 酶 的 抑制 动力 学 


一 些 物 质 与 酶 结合 以 后 ,影响 了 酶 与 底 物 的 结合 及 酶 的 转换 数 ,从 而 改变 了 酶 的 活力 ,这 些 降 
低 酶 催化 反应 速度 的 物质 称 抑制 剂 。 

可 逆 抑 制剂 与 酶 之 间 以 非 共 价 键 发 生 作用 ,不 涉及 化 学 反应 ,因此 ,可 逆 抑 制剂 与 酶 迅速 建立 
平衡 ,表现 出 一 定 程度 的 抑制 (抑制 程度 取决 于 酶 ,抑制 剂 和 底 物 浓度 ) ,并 在 初速 度 范 围 内 保持 不 


变 。 不 可 逆 抑 制剂 在 这 段 时 间 内 抑制 程度 增加 。 
2.3.1 酶 的 可 逆 抑制 


« ss 


简单 的 可 逆 抑 制 类 型 有 :竞争 性 抑制 IE be PE tl SEP EM till TRS LM rl. RAE HAR 
型 的 作用 方式 动力 学 方程 和 双 倒 数 作 图 方程 见 五 月 2- 2。 


简单 的 可 逆 抑 制 


四 种 抑制 类 型 的 表 观 米 氏 常数 见 表 2- 3。 


类 型 
竞争 性 


非 竞争 性 


反 竞 争 性 


作用 方式 
E +S=—ES—~E+P 


i 


EI 


E+S— ES. E+P 


if ilk 


EI + S=—ESI 


E+S= ES =—E+P 
ih 
ESI 


E+S=— ES —~E+P 


hfe 


EI + $ 一 二 ESI 


动力 学 方程 
Vinex * LSJ 
[1] 


0S — 
K,(1+ ==) +[S] 


K; 


Vinax * LS] 


=< he 
a+ Bas) + Ka) 


| a EL 
+e 


= x. 


I +[S] 
a, 


Vinex LS] 


=.= ti: a | 
q, (1) 


“KK + (+K [Ss] 


R2-2 酶 的 可 逆 抑 制 基 本 类 型 


3 ”可逆 抑制 剂 存在 时 的 表 观 米 氏 常数 


Vinax 


斜率 / 

Ky [1] 
74 + K 
Kn [站 
7," K, 
Kn 

i a 

Se) + iy 
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四 种 抑制 类 型 的 双 倒 数 图 特征 见 图 2-6。 


0 1/[S] VKo 0 1/[S] 
简单 线性 非 竞 争 性 抑制 双 倒数 图 


(a) (b) 


1/m 
1/u, 
只 m 
svi 无 抑制 
0 1/[S] 
反 竞 争 性 抑制 作用 的 双 倒 数 图 0 1/[S] 


混合 型 抑制 双 倒 数 图 
(d) 


(c) 


(e) 


图 2-6 双 倒 数 作 图 图 谱 
(a) 竞争 性 抑制 ;(b) 非 竞 争 性 抑制 ;(c) 反 竞 争 性 抑制 ; 
(d) 混合 型 抑制 ( Ki; > K;);(e) 1A tl (K,' K < i) 


抑制 常数 K; 可 用 两 次 作 图 法 求解 ,两 次 作 图 法 是 指 用 抑制 剂 存在 下 的 表 观 米 氏 常数 或 双 倒数 


图 斜率 一 一 简称 一 次 作 图 斜率 一 一 对 抑制 剂 浓度 作 图 (图 2- 7)。 


-K; 
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(I) ~ Kj 
竞争 性 抑制 两 次 作 
(a) 


非 竞争 性 抑制 两 次 作 
(b) 


反 竞 争 性 抑制 两 次 作 
(c) 


一 次 作 图 
斜率 


(I) — Ki 
混合 型 抑制 两 次 作 图 


(d) 


图 2-7 两 次 作 图 图 谱 
(a) 竞争 性 抑制 ;(b) 非 竞争 性 抑制 ;(c) 反 竞 争 性 抑制 


一 次 作 图 
斜率 


3(d) 混合 型 抑制 


33 


斜率 = Km / Vinax-K; 


(1) 


[了 
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抑制 常数 及 可 也 用 Dixon 作 图 法 和 Comish - Bowden 作 图 法 求解 (图 2-8 图 2-9)。 竞 争 性 抑 
制 的 Dixon 方程 。 


LE Se 
wo eis) Vix VS) & 
非 竞争 性 抑制 的 Dixon 方程 : 
K K 
— z et git ge 


Tied (S] Vom  VouX; ‘[S] 
反 竞 争 性 抑制 的 Comish - Bowden 方程 : 


[S] Ks fs} (1), [s] 
De eV me me 


混合 型 抑制 的 Comish - Bowden 方程 : 


ee OS Eee Se 全 
1/ 
m [si] nee [Sa] 
[S2] [So] 
es [ I] -K; [I] 
竞争 性 抑制 Dixon 图 简单 线性 非 竞争 性 抑制 Dixon 图 


(a) (b) 


2-8 Dixon 作 图 图 谱 
(a) 竞争 性 抑制 ;(b) 非 竞争 性 抑制 


[S]m。 


ie [1] 
(b) 


图 2-9 Comish - Bowden 作 图 
(a) 反 竞 争 性 抑制 ;(b) 混合 型 抑制 


2.3.1.2 部 分 抑制 
以 上 讨论 的 都 是 形成 死 端 络 合 物 的 抑制 ,而 这 些 复 合 物 不 会 释放 产物 。 假 如 混合 型 抑制 中 
ESI 复合 物 也 能 释放 产物 : 


k / 
ESI—- E+ P+I 
这 时 ,总 的 初速 度 为 on = k, LES] 七 k,'[ ESI] 


= ky ( BS) + #,/ ESTE 
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= &,{Es](1+ 27) 


推导 过 程 如 前 ,可 得 到 如 米 氏 方程 的 初速 度 表 达 式 


218] ky K;' 
af [1] 
; Kl 1+ 人 
[S] + 机 
(1+ a 
显然 , 双 倒 数 作 图 呈 线 性 ,但 斜率 或 截 距 对 [也 的 两 次 作 图 为 非 线 性 ,这 样 就 可 区 别 部 分 抑制 或 
形成 死 端 复合 物 的 抑制 。 
2.3.1.3 底 物 抑制 


我 们 知道 ,在 给 定 的 酶 浓度 下 , 酶 催化 反应 的 速度 随 底 物 浓度 的 增加 而 加 快 ,至 极限 Vio A 
时 ,在 极 高 的 底 物 浓度 下 ,初速 度 仍 低 于 最 大 值 , 有 时 认为 测定 系统 与 过 量 底 物 之 间 有 相互 作用 ,但 
在 有 些 情 况 下 的 确 发 现 高 浓度 的 底 物 会 抑制 自身 转化 为 产物 。 

下 面 讨论 在 高 底 物 浓度 下 的 底 物 抑制 机 理 , 如 琥珀 酸 脱 氢 酶 ,该 反应 的 发 生 需要 底 物 的 两 个 羧 
基 同 时 与 酶 分 子 结合 : 


-0OC Pam 
bh CH, + 2H 
oh ns ete 
| 
ix Loe 
0.C 2 
a 酶 延 胡 索 酸 


当 底 物 浓度 很 高 时 ,可 能 会 产生 以 下 情形 : 
CCC COS 
… — 0, C+ CH, .CH .CO; 
所 以 反应 不 能 发 生 , 除 非 有 一 个 分 子 解 离 , 反 应 才能 进行 ， 
底 物 抑制 特征 见 图 2 - 10 所 示 。 
一 般 , 当 一 分 子 底 物 与 酶 的 一 个 位 点 结合 , 另 一 个 底 物 与 酶 
上 分 开 的 位 点 结合 ,往往 会 形成 死 端 复合 物 。 过 量 的 底 物 分 子 
可 视 为 反 竞争 性 抑制 剂 。 
了 
ks ( ° fs] 


k,,[S] Al2-10 底 物 抑制 的 米 氏 作 图 
k-s|| k:[S] 
ES, 
v= k, LES], K,’ = k_,/k, 
V 
Vv 
l+—+ LS] 
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由 上 式 可 以 看 出 , 当 [S]<K. ,可 化 为 Michaelis 方程 式 , 双 倒 数 作 图 ,可 求 出 玉 和 了 了。 当 [S$S] 
>K,, 可 简化 为 : 
1 Ls] 
poy te) 


此 时 以 一 对 [S] 作 图 , 取 其 直线 延长 部 分 , 即 可 求 得 K" 和 ,如 图 2- 11 所 示 。 


l/uv 


-1/Kn 
(a) 1/[S] 


Al 2-11 二 对 [S] 作 图 
(a) 底 物 抑制 作用 的 双 倒数 图 ([S]<< KK");，(b) 底 物 抑制 作用 一 对 [S] 图 ([S]> Ky) 
2.3.1.4 产物 抑制 
产物 对 酶 反应 的 抑制 作用 在 生物 体 中 较为 常见 。 在 细胞 内 , 酶 反应 的 产物 虽然 不 断 地 为 另外 


的 酶 所 作用 ,但 下 和 了 总 是 同时 存在 的 。 因 此 ,考虑 产物 对 反应 速度 的 影响 ,可 能 具有 一 定 的 意 
Ke 


在 单 底 物 酶 反应 中 , 例 


ky ky 
上 + $ 一 二 (ES =—EP)=—E + P 
ke oS 


其 速度 方程 为 
3 K,,(S] - V. Kral P| 
YK Ke + Ky lS aKele] 
V1 = ky, Eo J, 02 = k_, [Eo], Kn a At Tt ap 5 Aa 
以 Km 除 以 分 子 , 分 母 得 
mi([s] 玉 
K .人 + i) +[S] 
因为 K,, = 全体 ,可 


Vi(LS] -[PJ/K。) 
K afi + rae [Ss] 
该 表达 式 在 形式 上 与 Michaelis - Menten 方程 一 一 致 ,只是 分 子 中 ([S] - [P]/ 天 。 ) 代 替 了 [S] ,分 母 


中 以 Ke 人 1+ 证 ] 代 蔡 了 K, 这 就 是 说 产物 P 对 反应 速度 的 影响 相当 于 底 物 OE 
速度 的 影响 。 


所 以 v= 
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双 底 物 酶 反应 的 产物 抑制 作用 将 在 2.5.5 节 中 予以 说 明 。 
2.3.2 酶 的 不 可 逆 抑 制 


酶 的 不 可 逆 抑 制 指 抑制 剂 与 酶 的 活性 中 心 发 生 了 化 学 反应 ,抑制 剂 共 价 地 连接 在 酶 分 子 的 必 
需 基 团 上 ,阻碍 了 底 物 的 结合 或 破坏 了 酶 的 催化 基 团 ,不 能 用 透析 或 稀释 方法 使 酶 活性 恢复 。 浴 液 
中 不 可 逆 抑 制剂 的 作用 相当 于 失 活 的 酶 浓度 ,在 酶 和 不 可 逆 抑 制剂 作用 完全 后 加 入 底 物 , 则 其 动力 
学 行为 符合 米 氏 动力 学 性 质 ,K。 不 变 , 但 Te 下降: 
= 有 [EN]-[]) 


[hy] 
Vw Vw {Fo (1-5) 

得 到 的 双 倒 数 图 谱 与 可 逆 抑 制 中 的 非 竞争 性 抑制 图 谱 非 常 相似 。 因 此 ,如 果 发 现 双 倒 数 图 谱 中 K,, 
不 变 ,但 了 ee. 变 小 ,首要 问题 是 先 鉴别 到 底 属 于 可 逆 还 是 不 可 逆 抑 制 。 

可 逆 抑 制剂 与 酶 迅速 建立 平衡 ,并 在 初速 度 范 围 内 保持 不 变 ,而 不 可 逆 抑 制剂 在 这 段 时 间 内 抑 
制程 度 增加 。 

2.3.2.1 非 专 一 性 的 不 可 送 抑 制 

抑制 剂 与 酶 分 子 上 不 同类 型 的 基 团 都 能 发 生化 学 修饰 反应 ,这 类 抑制 称 为 非 专 一 性 的 不 可 首 
抑制 。 虽 然 缺 乏 基 团 专 一 性 ,但 在 一 定 条 件 下 ,也 有 助 于 鉴别 酶 分 子 上 的 必需 基 团 。 

最 简单 的 非 专 一 性 不 可 逆 抑 制 的 动力 学 方程 为 


ET 
v= 说 [E][H 
AlIl>(E],M v=k'[E] | 
式 中 B= &,(1] 
BB bo sree 
inna 
不 [PE peg 
积分 ,得 “hm ik k't 
或 写成 In =-k't 
XP [E],—¢ 时 酶 浓度 ; 
[了 E]。 一 一 总 酶 浓度 。 


因此 ,以 酶 活力 剩余 分 数 的 对 数 对 时 间作 图 可 得 到 直线 , 求 出 尼 值 (图 2 - 12(a) ) ,在 根据 不 同 
抑制 剂 浓度 下 得 到 的 帮 对 抑制 剂 浓度 作 图 , 即 可 求 出 下 值 (图 2- 12(b) )。 


(1 


Al2-12 作 图 法 求 kM kh 
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如 果 某 一 非 专 一 性 的 不 可 逆 抑 制剂 与 酶 分 子 上 的 两 种 残 基 民 ,了 都 发 生 作 用 ,反应 速度 不 同 并 
都 导致 酶 活力 降低 ,反应 过 程 可 表示 为 


k, 表示 蕊 被 修饰 为 X ”的 反应 速度 常数 ,如 表示 了 被 修饰 为 了 ”的 反应 速度 常数 。 
4 I]->[E],&,' = &, [1] 
ky" = k [1] 
忒 和 了 被 修饰 后 的 剩余 百分数 分 别 为 : 
~ky't Vee 4 


—— = @ 4 Pt err 


Yo 
Xo, Yo 表示 没有 修饰 时 的 浓度 , 工 , 工 表示 修饰 后 的 浓度 。 则 酶 活力 剩余 分 数 可 表示 为 : 


a! -k,'t , 到 -hy't 二 sf. +k,’ )t 


以 酶 活力 剩余 分 数 的 对 数 对 时 间作 图 可 得 到 直线 (图 2- 13)。 


图 2-13 n—-+ 
20 


如 果 ky’ = ky’ , 则 互 为 酶 活性 中 心 所 必需 ;如 果 态 ”= bk,’ + hy’ WX, VRAD HD 
需 基 团 ;如 果 残 基 Z 的 修饰 速度 远 高 于 酶 活力 下 降 的 速度 , 则 2 不 是 酶 活动 所 必需 的 基 团 。 

我 国 科 学 家 邹 承 鲁 建立 的 以 统计 学 为 基础 的 邹 氏 作 图 法 也 是 阐明 不 可 逆 抑 制剂 对 酶 的 修饰 程 
度 与 酶 剩余 活力 之 间 的 关系 , 详 见 有 关 文 献 。 

2.3.2.2 专 一 性 的 不 可 逆 抑 制 

专 一 性 的 不 可 逆 抑 制作 用 有 OK, 型 和 天 。 型 两 类 。 

K, 型 不 可 逆 抑 制剂 又 称 亲 和 标记 试剂 ,结构 与 底 物 类 似 , 但 同时 携带 一 个 活泼 的 化 学 基 团 ,对 
酶 分 子 必 需 基 团 的 某 一 个 侧 链 进行 共 价 修饰 ,从 而 抑制 酶 的 活性 。 天 , 型 不 可 逆 抑 制剂 与 酶 的 结合 
是 可 逆 的 ,但 结合 后 与 酶 必需 基 团 的 作用 是 不 可 逆 的 ,抑制 剂 与 酶 作用 的 动力 学 过 程 为 : 


ky ky 
E + ie SE it 
-1 
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d(/E — 


a k,( ET] 
若 hy < k_, WAT HES 
In = k't 
k, k [1] 
~ k, LI] + ky 
.写成 双 倒数 形式 : 
1 1 K, 1 
Eee eee 
= . 


以 mm 二 对 t 作 图 ,得 到 二 系列 kA, FE 1/2 Mt 1/1 VER, BOR bk, A K,(A 2-14). 
: : 


1/K; 1/(1] 


图 2-14 Wk'- 1/18 
Koy 型 不 可 逆 抑 制剂 又 称 酶 的 自杀 性 底 物 。 这 类 抑制 剂 也 是 底 物 的 类 似 物 (BRAY Pe 
一 种 化 学 活性 基 团 ,在 酶 的 作用 下 ,潜在 的 化 学 活性 基 团 被 激活 ,与 酶 的 活性 中 心 发 生 共 价 结合 ,不 
能 再 分 解 , 酶 因此 失 活 。 每 一 种 自杀 底 物 都 有 其 作用 对 象 , 这 是 一 种 专 一 性 很 高 的 不 可 逆 抑 制剂 。 
如 以 下 及 S, 分 别 代表 酶 及 自杀 底 物 , 工 为 S, 被 酶 催化 生成 的 抑制 物 , 则 : 
E+S, ES, EL, ane -I, 
式 中 K,——E, 解 离 常数 ; 
Ka —— ES, #826 KR El, 的 催化 常数 ; 
K,—E & I, BREA REE HK 
tl (EAN RRMA KK, 有 关 ,更 重要 的 是 取决 于 K。 ,因为 S. 单纯 与 下 结合 还 不 
能 成 为 抑制 剂 ,只 有 生成 产物 下 后 才 有 抑制 作用 。 天 。. 愈 大 ,生成 产物 的 速度 愈 快 ,抑制 作用 也 愈 
强 , 故 自杀 底 物 实际 上 是 取决 于 及。 的 抑制 剂 , 故 也 称 及 .型 抑制 剂 。 
自杀 底 物 所 具有 的 天 。 型 抑制 作用 有 下 列 特点 : 
(1) 目 杀 底 物 S, 的 浓度 愈 大 ,抑制 作用 也 愈 大 ,其 抑制 动力 学 呈 一 级 反应 ; 
(2) 抑制 作用 的 最 适 pH 值 与 催化 底 物 的 最 适 pH 值 一致 ; 
(3) 在 自杀 底 物 S. 过 量 时 ,加 入 酶 愈 多 ,产生 的 抑制 愈 大 ; 
(4) S, 本 身 无 抑制 活性 ,而 生成 的 下 是 一 种 亲 和 标 记性 抑制 物 ; 
(5) 酶 活性 中 心 的 必需 基 团 与 开 的 化 学 计量 关系 是 1:1; 
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(6) 真正 的 底 物 S 能 竞争 地 阻 断 S. 的 抑制 作用 。 

酶 的 自杀 底 物 在 治疗 酶 学 上 是 一 类 办 新 的 课题 ,对 于 医疗 实践 有 着 极为 重要 的 意义 。 过 去 的 
治疗 酶 学 ,着 眼 点 在 利用 各 种 不 同 的 酶 作为 治疗 手段 来 医治 一 些 疾 病 。 如 果 以 酶 作为 靶 子 ,使 某 些 
致 病菌 或 异常 生长 的 细胞 中 的 酶 能 被 一 些 相应 的 化 合 物 所 抑制 或 失 活 ,从 而 也 能 使 疾病 得 以 治愈 。 
自杀 底 物 就 是 在 这 方面 能 大 显 身 手 的 一 类 化 合 物 。 因 为 一 般 的 酶 失 活 剂 ,多 数 是 作用 很 剧烈 的 化 
学 物质 ,对 人 体 也 是 有 毒 的 ,实用 价值 极 少 ;而 自杀 底 物 与 酶 的 天 然 底 物 的 共同 之 处 就 是 对 人 体 无 
毒 或 毒性 较 少 ,因此 很 有 医疗 价值 。 

酶 的 自杀 底 物 多 半 是 人 工 设计 合 成 的 ,也 有 一 些 是 天 然 产 物 。 近 年 来 ,已 合成 了 不 少 对 人 体 的 
副作用 较 小 的 某 些 靶 酶 的 自杀 底 物 ,以 对 付 一 些 病 原 体 的 感染 或 对 某 些 异常 代谢 加 以 矫正 。 

A 天 然 酶 的 自杀 底 物 

天 然 酶 的 自杀 底 物 并 不 一 定 能 治 病 。 有 些 酶 的 天 然 自杀 底 物 ,如 不 慎 吃 下 ,反而 对 正常 人 体 的 
正常 酶 发 生 抑制 而 造成 功能 不 正常 或 致 病 。 

例如 ,在 西 印度 群岛 中 有 一 种 称 为 Ackee 果 (Blighia sapida) 的 植物 ,成熟 的 果实 是 牙买加 岛 居 
民 的 主要 食品 ,但 未 成 熟 果 实 的 假 种 皮 中 却 含 有 一 种 有 毒 的 降 糖 氢 酸 ( 即 甲 又 环 两 基 丙 氨 酸 ,Hypo- 
glycinA) ,其 结构 式 如 下 : 


iG CH—CO0O- 一 = BC 
‘i. COO 
8 Na | 
reo 有 毒 的 代谢 物 

此 种 降 糖 氨 酸 的 降解 产物 却 是 人 体 中 不 少 重 要 黄 素 酶 的 自杀 底 物 。 例 如 ,此 物 可 专 一 地 抑制 
FCB - CoA 脱氧 酶 ,因而 导致 血 中 异 成 酸 的 积聚 。 此 种 生理 异常 通过 中 枢 神 经 系统 可 导致 剧烈 
呕吐 , 称 为 牙买加 呕吐 病 , 主要 是 食用 了 未 成 熟 的 Ackee 果 所 致 。 通 常 认为 这 种 致命 性 疾病 的 死亡 
是 由 于 低 血 糖 所 引起 。 患 者 血 中 葡萄 糖水 平 只 有 0.Smmol/E, 约 为 正常 人 的 十 分 之 一 浓度 。 

B. 治疗 用 人 工 合成 的 酶 自杀 底 物 

人 工 合成 的 各 种 酶 的 自杀 底 物 是 人 类 征服 各 类 疾病 的 一 种 新 的 有 效 药 物 。 

a 能 治疗 高 血压 的 自杀 底 物 

高 血压 病 除 了 与 各 种 精神 因素 有 关外 ,一 般 与 细胞 质 内 线粒体 中 的 单 胺 氧化 酶 有 关 。 有 较 好 
疗效 的 降 压 药物 优 降 宁 (Pargyline) 是 一 种 B-, y ~AIRAEM RAKED, RAR EE RRA EA 
胺 氧化 酶 (MAO) 的 自杀 底 物 。 单 胺 氧化 酶 是 一 种 黄 素 酶 类 ,含有 辅酶 黄 素 腺 味 叭 二 核 苷 酸 (FAD)。 
当 服 用 优 降 宁 后 ,这 个 自杀 底 物 可 将 酶 上 的 辅 基 FAD 中 的 核 黄 素 部 分 还 原 并 发 生 共 价 加 合作 用 ， 
使 酶 催化 反应 不 能 再 继续 进行 。 

血浆 中 的 单 胺 氧化 酶 因 不 含有 FAD ,不 受 优 降 宁 的 抑制 。 

由 肠 道 所 吸收 的 代谢 产物 酷 胺 等 芳香 胺 类 化 合 物 可 被 肝 及 肠 粘膜 中 线粒体 单 胺 氧化 酶 所 破坏 
而 不 能 进入 血液 循环 。 当 服用 优 降 宁 后 ,MAO 被 其 "“ 杀 ” 死 后 , 酷 胺 等 就 可 进入 血液 循环 ,并 由 肾 上 
腺 能 神经 原 摄取 而 转变 为 B- 羟 酷 胺 。 后 者 一 种 假 神 经 递 质 ,可 取代 去 甲 肾 上 腺 素 而 被 积聚 及 释 
放 , 以 致使 交感 神经 末梢 释放 的 去 甲 肾 上 腺 素 减 少 ,从 而 导致 血 讨 的 下 降 ( 见 图 2- 15)。 
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图 2-15 优 降 宁 抑 制 MAO 的 机 制 


b. MURIGIT F BARD 

人 脑 中 含有 一 种 叫 y -氨基 丁 酸 (GABA) 的 氨基 酸 , 它 是 一 种 抑制 性 的 神经 递 质 。 脑 中 的 y - 
氨基 丁 酸 转氨酶 可 破坏 此 氢 基 酸 ,一 般 这 被 认为 是 闻 病 病 发 病 的 原因 。 如 果 对 y - 氮 基 丁 酸 转 氮 
酶 设法 加 以 阻 断 或 抑制 ,就 可 以 起 到 抗 癫 痛 的 作用 。y -氨基 丁 酸 转氨酶 是 一 种 以 磷酸 吡 哆 醛 为 畏 
基 的 转氨酶 。 有 几 种 自杀 底 物 ,如 二 氢 芳 族 邻 位 氨基 茶 甲 酸 , y -乙烯 代 氨 基 丁 酸 等 可 “ 杀 死 "此 酶 ， 
尤 以 后 者 更 为 专 一 。 

当 y -氨基 丁 酸 转氨酶 被 自杀 底 物 阻 断 抑 制 后 , 脑 中 的 y -氨基 丁 酸 量 相应 地 增高 ,以 而 脑 中 
枢 可 受 抑制 。 故 自杀 底 物 y -乙烯 代 氨 基 丁 酸 将 是 一 种 很 有 效 的 抗 癫 痢 药 物 。 病 人 在 注射 自杀 底 
My -乙烯 代 氨 基 丁 酸 后 ,自发 性 运动 减少 ,体温 降低 ,此 药 具 有 强烈 的 抗 抽 搞 及 抗 闻 痢 发作 功能 
( 见 图 2- 16)。 
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图 2-16 y-Z 4 GABA -抑制 CABA -转氨酶 (GABA -T) 的 机 制 
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图 2-17 几 种 自杀 性 底 物 的 结构 式 

c 用 自杀 底 物 来 对 付 抗 青霉素 的 菌株 

青霉素 之 所 以 有 杀菌 力 ,就 在 于 它 的 结构 中 具有 8 -内 酰胺 (B - lactam) 环 的 杀菌 部 分 。 由 于 广 
泛 长 期 使 用 青霉素 , 某 些 菌 株 往往 对 青霉素 产生 耐 药性 ,其 原因 多 半 是 细菌 体内 被 诱导 出 一 种 叫 B 
-内 酰胺 酶 (8 - lactamase) 的 适应 酶 的 缘故 。 

此 酶 能 水 解 青霉素 中 的 内 酰胺 环 ,使 之 成 为 不 具有 杀菌 力 的 青 霉 酸 , 这 样 ,就 破坏 了 青霉素 的 
杀菌 能 力 。 治 疗 学 上 的 课题 就 是 要 设法 破坏 这 种 8 -内 酰胺 酶 ,使 细菌 不 能 破坏 青霉素 。 因 此 , 设 
计 出 8 -内 酰胺 酶 的 自杀 底 物 就 很 有 用 途 。 近 年 来 ,已 经 设计 并 合成 了 几 种 这 样 的 自杀 底 物 ,它们 
的 结构 式 如 图 2- 17 所 示 。 

图 2-17 中 ( 工 ) 称 为 Clavulanic acid; ( [I )#KA Olivanic acid;( 焉 ) 称 为 Pfizer 899 ;是 一 种 青霉素 
亚 砚 衔 生物 , 它 能 和 抗 性 细菌 中 的 8 -内 酰胺 酶 结合 而 使 酶 自杀 ”。 

如 把 Pfizer 899 与 青霉素 混合 使 用 ,就 能 增强 它们 对 付 抗 性 细菌 株 的 能 力 。 

d 自杀 底 物 作为 抗菌 药 

细菌 中 的 丙 氨 酸 消 旋 酶 是 一 种 以 磷酸 吡 哆 醛 作为 辅酶 的 酶 。 丙 氨 酸 消 旋 酶 对 于 细菌 是 必 不 可 
少 的 。 因 为 此 酶 能 使 工 -型 氨基 酸 消 旋 成 为 D -型 ,而 D -型 氨基 酸 是 细菌 合成 细胞 肽 多 肽 的 重要 
原料 。8 - 氟 代 - D - 丙 氨 酸 是 丙 氨 酸 消 旋 酶 的 自杀 底 物 ,如 该 酶 被 < 杀 ”, 则 细菌 的 肽 多 糖 合 成 便 被 
阻 断 ,细菌 因 不 能 合成 细胞 壁 而 死亡 , 故 自杀 底 物 8 - 氟 代 - D - 丙 氨 酸 可 作为 一 种 抗菌 药物 。 

e 目 杀 底 物 在 肿瘤 治疗 上 的 可 能 性 

一 种 已 在 临床 上 应 用 于 抗 肿瘤 的 药物 一 一 5 - 氟 脱 氧 尿 苷 酸 (FdUMP) ,实际 上 是 驾 酶 胸 苷 酸 合 
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成 酶 的 自杀 底 物 。 该 酶 在 肿瘤 细胞 DNA 的 生物 合成 上 是 一 个 关键 酶 。 如 该 酶 被 “ 杀 `“, 则 DNA 就 
不 能 合成 ,并 导致 肿瘤 细胞 的 死亡 。 

5- 氟 脱氧 尿 苷 酸 作为 自杀 底 物 的 机 制 是 ,该 化 合 物 能 通过 正常 的 催化 循环 ,使 胸 昔 酸 合成 酶 
的 琶 基 和 酶 的 四 氢 叶 酸 (THFA) 辅 因子 之 间 形 成 一 种 三 元 复合 体 ( 见 图 2- 18)。 
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图 2= 18 三 元 复合 体 

由 于 5 -所 脱氧 尿 苷 酸 由 脱氧 尿 苷 酸 中 的 一 个 氢 被 氟 所 替代 而 成 , 且 氟 取代 基 并 不 能 像 氨 那 样 
可 作为 质子 释放 出 去 。 因 此 ,这 种 三 元 复合 物 一 建立 ,就 不 能 再 拆 开 , 结 果 三 元 复合 体积 聚 起 来 了 。 
这 样 ; 酶 就 不 能 再 起 作用 ,DNA 也 不 能 合成 ,肿瘤 细胞 就 被 杀 死 。 

f 用 自杀 底 物 来 治疗 震颤 麻 阁 证 

对 于 震颤 麻痹 症 患者 来 说 , 脑 中 有 足够 量 的 多 巴 胺 对 其 症状 缓解 是 必需 的 ,在 理论 上 可 用 a - 
多 巴 来 治疗 。 其 作用 原理 是 ,x -多 巴 会 进入 脑 中 并 转变 成 多 巴 胺 。 但 在 药方 式 是 一 种 一 个 很 重要 
的 问题 ,一 般 肌 注 或 静 注 后 ,ac -多 巴 这 一 类 芳香 族 氨基 酸 易 被 组 织 中 的 芳香 氨基 酸 脱 羧 酶 所 破坏 ， 
AMADA. 有 一 种 a -多 巴 的 衍生 物 wx. -二 氟 甲 基 多 巴 是 芳香 氨基 酸 脱 羧 酶 的 自杀 底 物 ， 
可 作为 治疗 用 药 ( 见 图 2- 19)。 
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FA 2-19 wa- 二 氟 甲 基 多 巴 抑制 芳香 氨基 酸 脱羧 酶 (AADC) 的 机 制 

当 给 予 此 药 后 ,机 体 各 组 织 中 的 芳香 氨基 酸 脱羧 酶 活力 显著 降低 ,但 脑 中 该 酶 的 活力 却 下 降 其 
少 , 故 a -多 巴 就 不 易 在 周围 组 织 被 破坏 而 较 多 地 进入 脑 中 ,并 受 脑 中 仍 有 较 高 活力 的 芳香 氨基 酸 
脱羧 酶 的 作用 而 形成 较 多 的 多 巴 胺 ,这 对 震颤 麻 狂 证 的 治疗 能 起 到 良好 的 作用 。 

治疗 时 ,可 将 a -多 巴 与 c -二 氟 甲 基 多 巴 同 时 给 药 。 此 外 o - 氟 甲 基 多 巴 也 有 类 似 疗 效 。 

g 痛风 症 的 自杀 底 物 疗法 

各 种 类 型 的 痛风 证 是 一 种 味 叭 代谢 异常 所 引起 的 疾病 。 特 征 是 该 病 患者 的 血 和 尿 中 尿酸 盐 浓 
度 升 高 ,从 而 在 肾脏 及 各 关节 处 有 尿酸 钠 结晶 沉着 ,久之 形成 小 结石 ,致使 骨 关节 变形 、 发 炎 或 肾脏 
病变 ,导致 胡 功 能 衰竭 。 

用 来 医治 各 种 类 型 痛风 证 的 药物 , 别 味 叭 醇 实际 上 是 黄 味 叭 氧化 酶 的 自杀 底 物 。 黄 味 叭 氧化 
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酶 受 抑制 后 尿酸 的 产生 减少 ,痛风 症状 就 缓解 。 从 机 制 上 说 , 别 嘎 叭 醇 也 是 钼 黄 素 酶 在 其 C 处 进 
行 羟 化 作用 而 生成 别 黄 嗓 叭 的 一 种 底 物 ,不 过 是 自杀 底 物 。 这 是 一 种 两 个 电子 的 氧化 作用 ,活性 部 
位 Mo 被 还 原 成 Mt 。 配 位 的 吡 唑 喀 啶 别 黄 嗓 叭 只 能 以 从 这 一 氧化 态 极端 缓慢 地 释放 出 来 ,其 解 
离 作 用 的 半衰期 较 长 ,为 300min。 这 期 间 对 于 别 味 叭 醇 在 体内 发 挥 作用 已 经 足够 了 ( 见 图 2=20)。 
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以 上 述 列举 的 各 种 医疗 范围 来 看 AS JER EB) YE AS a Bk — fa ll FB PE BE AK 
了 酶 的 催化 速度 ,而 是 使 酶 本 身 在 催化 过 程 中 “毁灭 "。 同 时 , A Ae Ey, 
是 它 的 一 个 优点 。 因 此 ,这 就 可 以 使 人 们 设计 出 对 付 专 一 性 靶 酶 的 各 种 自杀 底 物 ,以 达到 各 种 不 同 
的 医疗 目的 。 自 杀 底 物 确实 是 近年 来 酶 学 在 医学 中 应 用 的 一 个 突出 成 就 。 

酶 的 自杀 作用 以 及 自杀 底 物 决 不 仅仅 在 医学 实践 中 具有 重要 应 用 ,在 植物 抗 虫 抗 病 中 同样 具 
有 同样 重要 的 地 位 ,一些 传统 的 农药 如 有 机 磷 、 氨 基 甲 酸 酯 类 和 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 对 农业 害虫 确 有 
剧 毒 ,但 对 环境 产生 污染 ,并 使 昆虫 产生 抗 药性 ,甚至 对 人 体 也 有 不 同 程度 的 毒性 。 因 此 ,人 们 开始 
关注 植物 蛋白 酶 抑制 剂 的 抗 虫 抗 病 作 用 。 一 些 存 在 于 植物 体内 的 专 一 性 蛋白 酶 抑制 剂 导 植 物 的 搞 
虫 抗 病 能 力 密切 相关 ,这 些 蛋 白 酶 参与 了 昆虫 的 食物 消化 ,在 昆虫 在 生理 化 活动 中 起 重要 作用 ,和 抑 
制 昆 虫 肠 道 蛋白 酶 的 活性 ,可 使 昆虫 营养 不 良 , 生 长 发 育 受 阻 , 甚 至 死亡 。Hilder SHU GREA 
酶 抑制 剂 基因 转 和 人 烟草 ,并 得 到 高 表达 ,产生 的 蛋白 酶 抑制 剂 达 烟 草 叶片 总 蛋白 含量 的 1% , 转 基 
因 烟 草 植 物 对 烟 芽 夜 蛾 幼虫 具有 明显 抗 性 。Johnson 将 马铃薯 蛋白 酶 抑制 剂 和 番茄 蛋白 酶 抑制 剂 
基因 转 和 人 烟草 ,可 阻止 烟草 天 蛾 幼虫 的 生长 。 到 目前 为 止 ,植物 蛋白 酶 抑制 剂 转 基因 成 功 的 例子 还 
很 少 , 蛋 白 酶 抑制 剂 转基因 在 转基因 植株 上 的 表达 还 不 够 理想 ,相对 于 抗 虫 而 言 ,植物 蛋白 酶 抑制 
剂 与 病原 菌 蛋 白 酶 的 相互 作用 研究 更 少 , 因 此 设计 和 制造 各 类 昆虫 和 病原 菌 的 专 一 性 部 酶 的 自杀 
底 物 和 应 用 其 他 生物 学 手段 进行 植物 抗 虫 抗 病 的 研究 既是 一 个 艰巨 的 研究 领域 ,又 具有 诱 人 的 应 
用 前 景 。 是 防治 农业 害虫 的 一 种 少 污染 ` 安 全 有 效 的 途径 。 


2.3.3 酶 抑制 剂 的 设计 及 研究 进展 


随 着 人 们 对 酶 分 子 认识 浓度 不 断 深 入 ,基于 酶 作用 机 理 的 抑制 剂 的 研究 已 经 成 为 医学 领域 中 
新 药 开 发 的 热点 。 本 文 以 肽 酶 抑制 剂 为 例 ,简要 地 介绍 一 下 酶 抑制 剂 的 设计 方法 及 目前 的 研究 进 
展 。 

多 肽 作为 肽 酶 抑制 剂 地 研究 引起 大 们 极 大 地 关注 ,这 是 由 多 肽 本 身 在 生物 体内 地 地 位 所 决定 
的 ,首先 ,人 体 激 素 由 当 体 、 氨 基 酸 代谢 物 和 多 肽 三 类 物质 组 成 ,其 中 多 肽 (大 约 5 ~ 20 个 氨基 酸 残 
基 ) 所 占 比 例 最 大 ;其 次 ,很 多 多 肽 是 水 解 酶 的 抑制 剂 ,它们 在 各 种 组 织 中 与 酶 结合 ,调节 酶 的 活性 ， 
以 保护 这 些 器 官 ;多 肽 和 蛋白质 一 样 也 是 生物 体 许多 重要 的 结构 物质 ,所 以 多 肽 抑制 剂 地 抑制 机 理 
越 来 越 得 到 人 们 地 重视 。 但 是 ,生物 体内 的 肽 酶 一 且 被 抑制 ,将 会 引起 广泛 的 生物 学 效应 ,而 且 多 
肽 往往 是 极 性 的 ,口服 后 在 小 肠 中 难以 被 吸收 ,在 酸性 环境 和 肽 酶 丰富 的 区 域 又 很 易 被 水 解 ,所 以 ， 
既 要 解决 对 靶 酶 的 选择 性 抑制 问题 ,又 要 解决 口服 问题 ,必需 对 多 肽 抑制 剂 结构 进行 重新 设计 。 

2.3.3.1 血管 紧张 肽 原 酶 和 血管 紧张 肽 转化 酶 抑制 剂 的 设计 

人 体 正常 的 血压 是 由 多 种 复杂 的 机 制 调控 的 ,其 中 一 种 是 由 两 种 蛋白 酶 即 血 管 紧张 肽 原 酶 
(renin) 和 血管 紧张 肽 转化 酶 (angiotensin converting enzyme 简称 ACE ) 进 行 调 节 的 ( 见 图 2-21)。 
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Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-yal-Ile-His……: 血管 紧张 肽 原 
血管 紧张 肽 原 酶 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His=Leu 血管 紧张 肽 I 
| ine 紧张 肽 转化 酶 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro=Phe i RAK IL 


图 2-21 血管 紧张 肽 原 酶 和 血管 紧张 肽 体系 

血管 紧张 肽 原 酶 把 循环 中 血清 球 蛋 白 的 血管 紧张 肽 原水 解 成 没有 生物 活性 的 十 肽 的 血管 紧张 
肽 工 ,在 血管 紧张 肽 转化 酶 作用 下 进一步 水 解 为 八 肽 的 血管 紧张 肽 开 ,这 是 目前 已 知 的 最 强 的 内 源 
性 升 压 物 质 ,对 血管 有 直接 的 升 压 效应 ,这 可 能 是 一 部 分 高 血压 的 基础 。 研 究 发 现 , 一 种 九 肽 的 蛇 
毒 Gu-Tp-Pro-Arg-Pro-Gun-le-Pr-Pro 可 降低 人 的 血压 ,但 口服 无 效 , 人 们 和 希望 能 找到 一 
种 小 分 子 来 替代 这 种 吸收 差 或 容易 被 代谢 的 肽 。 这 一 想法 从 羧 肽 酶 A 作用 机 理 的 研究 得 到 局 发， 
已 知 ACE 和 羧 肽 酶 A 一 样 也 是 一 种 含 Zn 的 蛋白 酶 ,都 可 从 底 物 的 .C 末 端 水 解 氨基 酸 , 不 同 的 是 羧 
肽 酶 A 从 C 末 端 水 解 掉 一 个 氨基 酶 ,而 ACE 则 从 血管 紧张 肽 工 降 解 掉 两 个 氨基 酸 。Squibb 研究 小 
组 推测 ACE 与 血管 紧张 肽 工 的 结合 可 能 与 羧 肽 酶 A 和 底 物 的 结合 有 共同 之 处 ,由 于 工 - 茶 基 丁 二 
酸 是 羧 肽 酶 A 的 强 竞 争 性 抑制 剂 ,因此 认为 丁 二 酰基 氨基 酸 尤 其 是 丁 二 酰基 且 氢 酸 (因为 蛇毒 抑 
制剂 的 C 末 端 为 Pro) 可 能 是 ACE 抑制 剂 的 研究 起 始 物 ,但 它 是 ACE 的 弱 竞 争 性 抑制 剂 , 从 这 个 抑 
制剂 出 发 进行 改造 ,人 们 设计 出 了 目前 已 成 功 地 应 用 于 临床 的 治疗 高 血压 的 药物 captopril( 图 2 - 
22) ,这 一 药物 与 人 CE 抑制 剂 原型 的 区 别 在 于 与 加 配 位 的 羧基 改 为 琉 基 , 与 蛇毒 具有 同样 强 的 抑 
制 效应 ,而 且 口服 有 效 。 Captopril 是 第 一 个 通过 对 酶 作用 机 理 的 研究 设计 的 应 用 于 临床 的 药物 。 
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图 2-22 治 病 高 血压 药物 captopnl 的 设计 过 程 
2.3.3.2 HIV 有 蛋白 酶 抑制 剂 的 设计 
众所周知 的 爱滋病 是 由 HIV 病毒 (一 种 反 转 录 病 毒 ) 感 染 引起 的 ,这 种 病毒 通过 破坏 人 的 免疫 
系统 最 终 导致 人 死亡 。 治 疗 反 转 录 病 毒 引 起 的 疾病 比 治疗 细菌 等 感染 引起 的 疾病 要 困难 得 多 , 因 
为 反 转 录 病 毒 感染 宿主 细胞 后 ,在 逆转 录 酶 作用 下 ,将 其 RNA 反 转 录 成 DNA ,在 整合 酶 作用 下 , 病 


毒 DNA 整合 到 宿主 DNA 分 子 上 。 病 毒 颗粒 进一步 繁殖 时 ,不 仅 需 要 DNA、RNA, 还 需要 合成 蛋白 ， 


质 来 提供 关键 酶 和 结构 蛋白 ,这些 能 组 装 成 病毒 外 壳 的 蛋白 质 首先 以 蛋白 前 体 的 形式 合成 ,通过 剪 
切 才 能 进行 装配 ,这 一 过 程 需要 的 剪 切 酶 就 是 HIV 和 蛋白酶。 因此 ,HIV 生活 史 中 需 要 的 逆转 录 酶 、 
整合 酶 和 HIV 蛋白 酶 都 可 作为 治疗 爱滋病 的 靶 酶 。 现 在 已 有 一 些 实验 室 得 到 了 重组 HIV SAB 
的 晶体 结构 ,并 确认 该 蛋白 为 酸性 蛋白 质 ,具有 对 称 的 活性 中 心 结构 。 胃 和 蛋白酶 和 血管 紧张 肽 原 酶 
(renin) 抑 制剂 成 功 的 设计 对 于 寻找 临床 上 治疗 HIV 病毒 感染 的 药物 有 非常 重要 的 意义 。 
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骨 有 蛋白酶 .血管 紧张 肽 原 酶 和 HIV SABREREEAM, HELE PAE ME, Be 
酶 活性 部 位 的 两 个 Asp 残 基 先 产 生 一 亲 核 试剂 攻击 底 物 分 子 的 普 基 砚 , 然 后 ,再 由 这 两 个 Asp 残 基 
形成 的 电荷 网 络 中 的 H* 中 和 带 有 负电 荷 的 底 物 过 渡 态 , 抑 胃 肽 ( 见 图 2 - 23) 是 一 种 微生物 代谢 
物 ,可 抑制 所 有 已 知 的 酸性 蛋白 酶 ,在 这 个 多 肽 分 子 中 ,羟基 酸 : 抑 肽 酸 出 现 了 两 次 ,推测 可 能 抑 肽 
酸 的 结构 非常 接近 酶 反应 的 过 渡 态 ( 见 图 2-23) ,因此 抑 胃 肽 是 酸性 蛋白 酶 的 强 抑制 剂 。 仿 制 抑 胃 
肽 中 的 抑 肽 酸 结构 ,将 抑 肽 酸 的 N 端 和 C 端 加 以 改良 ,可 将 血管 紧张 肽 原 酶 的 强 抑制 剂 九 肽 :Pro - 
His - Pro - Phe - His - Phe = Val - Tyr - Lys 缩短 为 五 肽 ,可 达到 相同 的 抑制 效果 ( 见 图 2-24) ,但 临 
床上 稳定 性 还 欠 佳 。 血 管 紧张 肽 原 酶 抑制 剂 的 设计 方法 为 HIV 蛋白 酶 的 设计 提供 了 很 好 的 思路 。 | 
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图 2-23 天 冬 氢 酸 蛋白 酶 作用 机 理 和 四 面体 图 2-24 renin 抑制 剂 的 结构 
过 渡 态 的 类 似 物 : 抑 肽 酸 

HV 和 蛋白酶 和 血管 紧张 肽 原 酶 不 仅 都 是 酸性 蛋白 酶 ,而 且 X- 射 线 发 现 它 们 都 具有 对 称 的 活性 
中 心 结构 ,因此 很 多 研究 小 组 致力 于 设计 具有 对 称 结构 的 抑制 剂 ,由 于 血管 紧张 肽 原 酶 抑制 剂 是 在 
二 羟 乙 烯 结构 类 似 的 分 子 上 优化 而 成 的 ,Merk 等 研究 小 组 用 X -射线 分 析 了 这 种 酶 和 抑制 剂 复合 
物 的 空间 结构 ,在 数据 分 析 的 基础 上 设计 了 将 二 羟 乙 烯 结构 类 似 物 肉 合 在 环 状 的 尿素 分 子 上 , 进 一 
步 寻找 酶 和 抑制 剂 之 间 存 在 的 最 重要 的 相互 作用 力 ( 氢 键 或 踊 水 相互 作用 ) ,以 优化 这 一 抑制 剂 的 
结构 ,最 后 得 到 了 DMP323 分 子 ( 见 图 2-25) ,其 K, 值 达 nM 数量 级 ,并 且 还 发 现 , 如 果 去 掉 一 个 羟 
BE ,抑制 活性 基本 不 变 。 
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图 2-25 HIV 蛋白 酶 抑制 剂 的 结构 
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由 于 化 学 随机 筛选 方法 的 不 断 改进 ,现在 已 经 可 以 提供 更 多 的 非 多 肽 结构 类 似 物 作为 药物 设 
计 的 起 点 ,Saquinavir 作为 HIV 蛋白 酶 抑制 剂 ,是 这 一 领域 最 杰出 的 研究 成 果 , 也 是 第 一 个 在 美国 批 
准 为 治疗 艾滋 病 的 药物 。X -射线 晶体 研究 阐明 了 酶 对 底 物 分子 的 切割 位 点 (图 2- 26) ,根据 底 物 
多 肽 顺序 的 框架 ,人 们 设计 出 最 小 的 多 肽 结构 类 似 物 ,P, 和 P “分 别 为 Phe 和 Pro, 继 续 引 入 一 羟 乙 
烯 基 团 ( 类 似 于 抑 肽 酸 结构 ) ,得 到 一 个 HIV 蛋白 酶 的 抑制 ,抑制 常数 天 为 6.4nM, 以 这 个 抑制 剂 作 
为 药物 设计 的 起 点 ,进一步 进行 优化 ,在 N 末 端 加 上 Asp ,对 酶 的 亲和力 可 增加 50 倍 , 如 将 N -末端 
占有 酶 疏水 口袋 的 侧 链 换 成 唑 啉 基 团 ,尤其 是 顺 式 结构 的 蔡 烷 取代 了 C -末端 的 Pro 残 基 , 可 得 到 
HIV 和 蛋白酶 非常 强 的 抑制 剂 Saquinavir( A] 2 = 26) ,抑制 常数 天 小 于 0.4nM, 药 效 学 和 毒 理 学 研究 证 
实 可 用 与 临床 。 这 种 人 工 设计 的 抑制 剂 是 HIV 蛋白 酶 有 效 的 克星 。 
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一 ”图 2-26 Saquinavir 药物 的 发 现 

2.3.3.3 ”抑制 剂 的 设计 和 筛选 

化 学 和 生物 科学 的 迅速 发 展 使 传统 的 寻找 药物 的 方法 发 生 了 根本 性 的 变革 ,对 于 天 然 产 物 的 
筛选 曾经 是 药物 化 学 家 关注 的 焦点 ,传统 的 样品 筛选 首先 需 分 离 纯化 ,测试 所 需 的 量 也 较 大 ,而 现 
在 筛选 时 多 用 生物 学 检测 方法 ,不 需要 对 混合 物 进行 分 离 , 只 有 测 得 有 生物 活性 时 才 需 进行 药物 提 
取 , 且 微量 样品 足以 进行 活性 测定 ,传统 的 药物 化 学 家 一 年 可 合成 数 百 个 样品 供 药物 筛选 ,这 些 样 
品 如 今 通过 自动 分 析 仪 一 天 就 可 完成 活性 检测 ,这 种 快速 得 选 方法 反 过 来 对 于 样品 的 提供 带 来 了 
极 大 的 压力 。 这 里 我 们 介绍 一 种 结合 合成 法 可 提供 为 数 众多 的 样品 供 药 物 筛 选 。 这 一 方法 基于 
60 年 代 提 出 的 多 肽 固 相合 成 法 原理 ,基本 过 程 如 图 2- 27 所 示 。 

图 中 用 仅仅 三 个 底 物 和 三 步 反 应 就 可 产生 27 种 化 合 物 ,每 一 种 库 不 需 分 离 就 可 进行 检测 ,一 
且 检 测 到 有 药物 活性 的 “起 始 化 合 物 ” ,人们 就 可 用 化 学 方法 优化 这 种 物质 的 结构 ,使 其 性 质 适合 于 
药物 。 

另 一 种 有 效 的 寻找 药物 的 起 始 化 合 物 的 方法 是 近年 来 正在 发 展 的 计算 机 模拟 技术 。 药 物化 学 
家 应 对 酶 与 底 物 的 空间 结构 信息 、 酶 的 作用 机 理 进 行 综合 考虑 来 设计 有 活性 的 抑制 剂 , 以 前 他 们 很 
少 能 得 到 所 和 希望 酶 的 X 射线 晶体 结构 ,现在 已 经 解决 的 酶 及 酶 抑制 剂 的 X 射线 晶体 结构 数目 不 断 
增加 ,提供 了 很 多 底 物 和 抑制 剂 与 酶 相互 作用 的 结构 信息 ,并 将 这 些 信 息 用 计算 机 形象 化 而 且 定 量 
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图 2-27 组 合 合成 库 示 意图 


地 展现 出 来 ,使 药物 化 学 家 可 以 非常 详细 地 观察 分 子 之 间 的 相互 作用 。 从 80 年 代 起 ,计算 机 技术 
迅速 发 展 , 一 些 药 业 公司 已 致力 于 人 工 设计 的 计算 机 分 子 设计 软件 设计 靶 酶 的 抑制 剂 ,使 其 与 酶 的 
活性 中 心 的 结构 互补 。 计 算 机 模拟 技术 为 药物 设计 开辟 了 又 一 个 新 的 领域 。 


2.4 pH 值 和 温度 对 酶 作用 的 影响 


2.4.1 pH 值 对 酶 作用 的 影响 


近年 来 ,pH 值 对 酶 反应 速度 的 影响 已 作为 常用 的 鉴别 酶 活性 部 位 解 离 基 团 的 常用 手段 。pH 
值 研 究 可 提供 大 量 的 有 关 酶 促 反 应 机 理 的 信息 。 

pH 值 对 酶 活性 的 影响 主要 是 :(1) 使 酶 的 空间 结构 破坏 ,引起 酶 活性 丧失 。 这 种 失 活 分 可 逆 
和 不 可 逆 两 种 方式 ,可 逆 失 活 指 在 不 同 pH 值 下 保温 的 酶 液 在 最 适 pH 值 测 活 时 ,活力 完全 人 恢复 。 
(2) 影响 酶 活性 部 位 催化 基 团 的 解 离 状态 ,使 底 物 不 能 分 解 为 产物 。(3) 影响 酶 活性 部 位 结合 基 团 
的 解 离 状 态 ,使 其 不 能 与 底 物 结合 。(4) 影响 底 物 的 解 离 状态 ,使 底 物 不 能 和 酶 结合 ,或 结合 后 不 
能 生成 产物 。 综 合 上 述 种 种 原因 ,用 酶 活力 对 pH 值 作 图 往往 有 钟 罩 形 曲线 , 酶 的 作用 存在 一 最 适 
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的 pH 值 , 它 和 酶 的 最 稳定 pH 值 不 一 定 相同 。 由 于 最 适 pH 值 随 底 物 浓 度 温 度 和 其 他 条 件 变 化 而 
变化 ,所 以 谈 到 所 谓 最 适 pH 值 应 指明 实验 测定 的 条 件 ,由 于 pH 值 影响 比较 复杂 ,本 章 只 讨论 活性 
部 位 基 团 的 解 离 情 况 , 非 活性 部 位 ,如 果 不 是 影响 酶 的 活性 部 位 构象 的 基 团 ,可 以 不 予 考虑 。 但 这 
并 不 是 说 ,除了 活性 部 位 以 外 ,就 没有 pH 值 的 影响 了 。 

pH 值 研 究 的 基本 方法 十 分 简便 , 即 测定 酶 促 反应 的 最 大 反应 速度 了 .和 及/ 天 .:( 表 现 二 级 速 
度 常 数 ) 的 比值 ,或 者 抑制 剂 或 激活 剂 与 酶 结合 的 K 值 。 这 些 动 力学 参数 都 随 反 应 pH 值 的 变化 
而 发 生变 化 。 用 测 得 的 动力 学 参数 对 数值 对 pH 值 作 图 , 即 得 反应 的 pH 曲线 。 解 离 基 团 的 数目 由 
曲线 斜率 求 出 。 曲 线 渐 近 线 的 交点 得 出 解 离 基 团 的 表 观 pK, 值 。 

pH 值 研究 得 到 的 参与 酶 催化 反应 的 基 团 有 : Asp, Glu, His, Gys, Lys, Arg 和 Tyr. 

然而 ,准确 地 识别 催化 基 团 不 是 一 件 简单 的 事 。 主 要 原因 是 处 于 活性 部 位 环境 中 的 氨基 酸 侧 
链 pK, 值 有 时 会 大 大 偏离 水 溶液 中 氨基 酸 的 pK. 值 。 由 于 各 种 解 离 基 团 其 热力 学 值 具有 一 定 特 
征 ,测定 解 离 烩 也 有 助 于 判断 催化 基 团 ,遗憾 的 是 这 一 热力 学 值 也 在 一 定 的 范围 内 波动 。 

1962 年 , Findlay 等 提出 了 另 一 方法 , 目前 称 之 为 "溶剂 微 扰 技术 ”(Solvent perturbation tech- 
nique) 。 众 所 周知 ,活性 部 位 羧基 的 p 天 . SAAR pK, AMES, Alt, RHEM EN pK, 值 
很 难 区 别 这 两 种 残 基 。 而 溶剂 微 扰 技 术 根据 中 性 酸 残 基 ( 羧 基 、 玉 基 和 酚 羟 基 ) 和 阳离子 酸 残 基 ( 氨 
基 ) 的 解 离 在 混合 一 水 溶剂 系统 中 不 同 的 表现 行为 ,原则 上 可 将 两 者 区 别 开 来 。 

例如 ,中 性 酸 失去 一 个 质子 后 产生 一 共 斩 的 阴离子 碱 , 解 离 导 致 溶液 中 离子 数目 净 的 增加 

=H +A- 
有 机 溶剂 使 平衡 向 左 移动 ,降低 了 溶液 中 的 质子 数 ,使 pK. 值 升 高 。 而 阳离子 酸 解 离 时 ,去 一 个 质 
子 仅仅 改变 了 溶液 中 阳离子 本 身 的 大 小 ,没有 改变 溶液 中 离子 的 数目 。 
—H* + A” 
对 于 这 些 阳 离子 酸 , 如 果 有 机 溶剂 对 其 p 太 有 影响 的 话 , 也 是 使 其 降低 而 不 是 升 高 。 

Findlay 等 最 初 运用 溶剂 微 扰 方法 识别 牛 胰 核糖 核酸 酶 中 有 催化 活性 的 组 所 酸 残 基 。 这 是 基 
于 溶剂 对 酶 侧 链 解 离 的 影响 和 对 反应 缓冲 液 相同 类 型 的 解 离 影响 是 相等 的 假设 。 

最 近 , Grace 和 Dunaway - Mariano 在 一 出 色 的 研究 中 再 现 了 溶剂 微 扰 技术 以 识别 酶 的 阳离子 基 
A ,并 将 结果 用 于 酵母 己 糖 激酶 中 有 催化 活性 的 天 冬 氨 酸 侧 链 检 验 。 同 时 也 提出 了 应 用 这 一 技术 
需 注 意 的 要 点 。 

溶剂 微 技 术 已 应 用 于 Escherichia coli 的 碱 性 磷酸 酶 、 谷 氨 酸 脱氧 酶 .酵母 无 机 焦 磷酸 酶 . 兔 肌 肌 
酸 激酶 、 铝 子 肝 苹 果 酸 酶 .8 FE IEG AB CoA 还 原 酶 .线粒体 F- 1ATP 酶 大豆 8 -糖化 酶 牛 脑 
己 糖 激 酶 工 - 葵 丙 氢 酸 脱氧 酶 .葡萄 糖 - 6- 磷 酸 脱 氢 酶 等 研究 。 

单 底 物 单产 物 只 形成 一 种 中 间 物 的 快 平衡 系统 中 pH 值 的 影响 ,有 以 下 几 种 情形 。 

A 所 有 形式 的 刁 都 与 SS 结合 ,只 有 HES 才能 形成 产物 

各 种 离子 , 即 质 子 化 的 酶 品种 以 HE, HE 和 下 表示 ,而 不 考虑 其 净 电 荷 (实际 上 需要 以 LE’ ， 
HE* #l HE fl E SRAM) ,假设 底 物 不 变 ,为 S, 产 物 为 了 


BK; 
E+S ES 
+ + 
H* ts 


nm Ke, 
Kes,= Ke,/B(& B=) 


天 
=— HES—~* HE +P 


Kes, 
Kes,= @ Ke, (BE =F) 


HES 
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假设 只 有 HES 具有 催化 活性 ,根据 对 称 性 原则 
BK, Kys, = Ky “下 s 
机 KE = = Kgs, - 7 
WBS: HE BUA FS A, A” A 
设 其 余 步骤 达到 准 平衡 ;而 催化 步骤 为 限 速 步骤 ,所 以 
Of =k, [HES] 
两 边 同 除 以 总 酶 浓度 [E ]: 
k, [HES] 
[E,] [HE] + [HE] +[E] +[H,ES] + [HES] + [ES] 
由 各 种 平衡 定义 将 各 种 酶 品种 转换 成 HE 形式 ,分 子 分 母 同 除 以 [HE] ,由 于 
View= k, LE, ] 


Vv 
max 


PE te AK {ta Tis] 08) 
iF 


[HE][H* ] [E][H* ] [HES][H* ] 
ATi keep Ry eT ape Ee OE ES 
_(ES)(H'] , _[HEI[s] _, _UHEIIS] 
dicaitlatis 51} ae [HES] ” °  [H,ES] 
_[EI[S] 
es Teg 
Kgs Ky, 
由 于 mS, tig 
il 
故 a = : 
V imax Figs pile ere [S]CH*] | [S] Kes, 
K, Ha) i Kgs, * K3(H ] 
分 子 分 母 同 乘 以 Ks 
mae ra [S] 
| pats) +tsi(14 Kn = 
Bo? = 
Vo Ke is a iia [H+] Me, 
ris ae} (15 Kes “ey) 
Dae ee | les) ee 
v | aa “| tye alte K, ‘(a jj 
溶液 pH 值 固 定 ,测定 的 动力 学 参数 为 : 
V 
人 
hap [H+], As 
(14 ei +a) 
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Ki _ Ks [H* ] Ky, 
(Fam) =F (1 K, * [H*] 
\ 1 
所 以 can aor 
= 


为 求 出 酸 解 离 常数 ,在 一 定 pH IEE Vin op Bl Ku gy FEIPTGSI Kes, ,Ke ,KE 和 Ke, ,以 及 
不 依赖 pH MSR V,.. A Ke. 


天 
式 Yu.m 在 酸性 范围 内 ,上 述 关系 式 中 Te 一 项 可 以 忽略 ,因此 
Vari 1+ Oe) = 了 


1 


ym Ly 


app max, app » max 
1 


Vix 


ae 


max, app Krys, 


以 Vins ®t Vieux ap * LH? ] 作 图 , 纵 截 为 Vous AEN = = CS 2-28). 


V max-app ({H*] V max-app /{H*) 


图 2-28 酸性 范围 内 Venus, app — Vnex,app*LH* ] 图 2-29 碱 性 范围 内 Vines, app — Vmax, app/LH* J 
同样 ,在 碱 性 范围 内 ,上 述 关系 式 中 可 忽略 : 


Key 
rev Ht ] 
K 
re 4 
Ta 
作 图 ( 见 图 2- 29) 可 得 Kes, 和 We。 
类 似 地 推导 ,可 得 


the DS 从， 


Re 


Vinx Ke +7. Te] 
Ks, 
在 酸性 条 件 下 下] 很 小 
Bae Biel Pele. 
所 以 Ee 站 2 


以 at ( 5 — rey PRBS) 对 [H PERI Te ,y RAR TCT A 1 
( 见 图 2- 30). 
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17[HE] 


图 2- 30 BEART (Ht) 2-31 ERR -| 
ORATOR ] 很 小 ， 
Kp a ey) 
V.. Va vo = TH | 
) Ss, app 
以 产 At fk, ,得 到 Ke (LEI 2-31). 


Dixon - Webb 作 图 本 质 上 是 双 对 数 作 图 ,在 低 pH EF, Fh arm, 并 可 满足 II] -1 故 


1 也 可 忽略 : 


= IgV 避 且 -| = BV H - pK 

= 18 max — 18 Kgs, = 18 mx + PH — PAgs 
a = 

即 lg 一 党 二 =pH-pPKe 


FAW, BL lg Van. se 对 pH 作 图 (图 2 - 32)pH 为 酸性 时 ,斜率 为 1, 当 Js = Vault slg 3 = 0, 


pH= pKe ,斜率 为 零 的 线 与 斜率 为 1 的 线 交 点 即 为 pKes ,在 高 pHE 值 下 ,[H” ]/Ke 可 忽略 ,em 


oe 
~ Ks/[H* ] 


Kes, 
Be WV oe = Ves BTA] 
= IgV - (lgKe — Igl H* J) 
= IgV + PKes, — pH 


有 RE 


FA 2-32 lgVinwe, app — PH 图 
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PK ER SION — 1 的 线 相交 得 到 phy. FIRE UL Ig( 7 st) xt pH 作 图 , 以 及 


lg 对 pH 作 图 ,分 别 得 到 Ky. Ky 和 Kes 、Kes (图 2-32)。 


B 底 物 S 解 离 ,HS 为 有 活性 的 底 物 
如 果 底 物 也 发 生 解 离 ,对 于 几 个 解 离 形式 的 底 物 而 言 ,真正 的 底 物 可 能 是 其 中 的 一 种 或 更 多 ， 


可 以 推导 出 类 似 的 动力 学 关系 式 。 当 讨论 金属 效果 时 ,这 一 点 将 更 加 清楚 。 所 以 , 底 物 $ 与 酶 以 相 
同 的 方式 解 离 , 即 ， 
Hy S=>HS’ = 
去 掉 电荷 ,简写 为 。 HLS—HS—=Ss 
[S,] = [H,S] + [HS] +[S] 
假设 只 有 HS 品种 的 底 物 有 活性 , 则 式 (6 - 11) 变 为 : 
[S (1s = | 

f 4 | Nl | 

(Ht ] yl | oes oh 
天 ,| 1 + 机 sel i: aie ie S,{ 1+ + TH] 
C 所 有 形式 的 了 上 都 与 S 结 合 ,但 只 有 HES 和 ES Bere s 
对 于 单 底 物 系 统 


BK; Vkp 
E+ S=—=ES—~E+ P 
+ ET 
Ht H* 
Kel! pg - Kes 
Kis mar, 或 B = Bas 


ral 于 ET 一 -HPs 一 HE +P 


Hi He 
Ku ei = @Ke, 或 a= 5s 
H2E + Sm HE 
aks 
BK,* Kp, = -K,* K, 
wane (ETE 
iii ee 
| [S]K 
k, LS , +Y° k- rl 
PK, / [H* | 


初速 =! 
 epeeliie Ts] (H?] | [SIRs 


ae ‘ z+ K, + Kz, ~ K,[H"] 


Aa?) 8 Vis, LE, |] 
所 以 v. 


定义 


以 Ts 对 pH 作 图 , 当 y>1 时 ,如 果 相 继 的 两 个 pK 值 相差 3.5 个 pH 值 以 上 ,曲线 将 有 两 个 
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图 2-33(a)) ,这 一 类 型 中 的 ES 比 HES 更 有 催化 活性 ,如 果 y < 工 则 为 图 (2-33(b)) 所 示 
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平衡 段 ( 见 
的 情形 。 


(FV nw 
PKFs) PKFs> pH PKFsi PK¢es2 , pH 
(a) y>1 (b)y<1 
FA 2-33 Vinx, app - PH 
D 所 有 的 形式 的 下 都 与 $ 结 合 ,所 有 形式 的 ES 都 可 形成 产物 
BK; Oke 
E+ S=——ES—-E+ P 
+ + 
Hi’ i 
Kz, 
Kes Kea = 或 BE = a 
Ks ke 
HE + S=—=HES — HE +P 
+ + 
H* H* 
Ku 天 ss = @Ke, 或 a= he 
Ykp 
HE + S==—=H.E—“H.E +P 
aK; 
反应 初速 度 方程 为 
([s] _ 7, [SILH*] Ok, [3] Ke, 


k + 
P a K, : Ky, K,(H* J 


TE] 4 + 天 + [S]K 
[H* ] Ss _ [S$] . {Sie | Ey 
ih K, “(Ht)” K, * Ke Ke "Kt" 


FF Vie =k, LE, ], RU 


E 系统 3 中 增加 ES 一 EP 一 步 
为 简明 起 见 ,假设 只 有 HE 可 以 与 $ 结 合 ,但 形成 HES 后 ,可 以 解 离 为 ES 71H, ES. FHECBE HES 


可 以 产生 HEP, 并 可 进一步 解 离 为 EP 和 下 了 印 ,但 只 有 HEP 可 以 释放 产物 P。 
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E ES EP E 

+ + + + 

H+ + Ht H+ 
Kis Kis: Ker Kr 

k, k; 

HE + S a= ES == HEP 一 一 HE+P 

ka x 2 a 

H+ 十 H+ H+ 
Ku Kes: Ker: Ke, 

H2E HES H2EP HE 

在 稳 态 条 件 下 , RHE RASH ] 影 响 ,速度 方程 为 
本 二 — btozk.,[ P) 


1 be be audi Ry daliuka) dob LSU by ek ont hy) tokig PRE 20%? ES 
对 于 受 [H-* Roy TE (0 EA), eRRAALE F 18 2 ( P = 0) 
v k, ky k,[S] 
[g,] ~ 


ay = |. 


(kok + k_ yk = babs )(1 + K,, sk [HT | 


[Ht] ke [HY] » Ae, 
hs]| (4. + b(t 下 a e" m+ ba + Ee. + TF] 
k,k,LE, ] 
Ar C; = 
xy wat a [a]. #s, 
(k_, + 6 + Ke 十 ay) (1 + > 一 人 
Ves. es ky k,k3[E, ] 
a K 
a babs) 1 ‘ im + | 
GHP 2: a 
i (+ kik + byk)(14 ee + TH] 


m,app 一 


ki Ck» + b(t + ra + ty + ba + z, + a 

Ottolenghi 推导 出 了 当 稳 态 系统 中 所 有 的 了 都 能 与 SAG. PT ATSC ES 都 能 形成 相应 形式 
的 EP, 并 且 都 可 释放 产物 。 反 应 系统 中 涉及 两 个 质子 的 平衡 ,而 这 一 动力 学 速度 方程 极其 复杂 ,分 
母 有 117 项 之 多 。 所 以 ,为 了 理解 所 测 得 的 pK, , 即 识别 特定 的 解 离 基 团 ,由 温度 效应 或 点 专 一 性 


(site-specific) AA ATT AS PS AH BAR XN. 
2.4.2 温度 对 酶 作用 的 影响 


温度 对 酶 催化 反应 的 影响 ,由 于 其 复杂 性 ,实际 上 至 今 
还 未 完全 搞 清 。 一 般 来 说 ;温度 主要 影响 酶 的 稳定 程度 , 酶 
蛋 白 的 热 变性 ;影响 最 大 反应 速度 , 即 影响 已; 影响 酶 和 底 
物 的 结合 , 即 影响 天. 或 已 和 有 大， ;影响 酶 和 抑制 剂 、 激 活 剂 
或 辅酶 的 结合 ;影响 酶 和 底 物 分 子 中 某 些 解 离 基 团 的 pK 
值 ;其 他 还 影响 缓冲 液 的 pH 值 或 某 些 气体 的 溶解 度 等 。 
我 们 现在 所 理解 的 温度 效应 大 部 分 基于 经 典 动力 学 中 容易 
接受 的 那些 理论 。 

所 谓 酶 的 最 适 温度 其 实 不 是 酶 的 特征 性 物理 常数 , 当 图 2- 34 酶 促 反 应 最 适 温度 示意 图 
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温度 提高 时 , 除 反 应 速度 也 随 之 增加 外 , 酶 蛋白 变性 而 失去 活力 的 速度 也 迅速 增加 。 所 谓 最 适 温度 
实际 上 是 这 两 种 因素 综合 影响 的 结果 。 取 得 反应 速度 读数 的 时 间 间 隅 愈 短 , 所 求 得 的 最 适 温度 似 
乎 也 愈 高 ,如 图 2-34 所 示 。 在 妨 求 得 的 最 适 温度 为 40Y ,而 在 ¢, 求 得 的 最 适 温度 为 60Y。 

除 在 工业 上 使 用 酶 作为 催化 剂 进行 某 一 化 学 反应 时 ,测定 所 谓 最 适 温 度 有 其 实际 意义 外 ,其 余 
的 所 谓 最 适 温度 不 是 常数 ,也 没有 任何 物理 意义 。 

2.4.2.1 温度 对 反应 速度 的 影响 

根据 绝对 反应 速度 理论 


式 中 1 一 一 反应 速度 常数 ; 
Kz Boltzman 常数 ; 


h Planck 常数 ; 


; 
IL 5 


其 热力 学 关系 有 
AG* = AH% - TAS* = — RTInK* 
a Ae” 


活化 和 目 由 能 ; 


将 式 (6- 65) 代 入 式 (6- 64): 
KT | sae SPR kn As 
kz oe: “are “Reon 
在 温度 变化 范围 不 太 大 时 ,AS7 为 常数 , 先 将 上 式 两 边 取 对 数 ,再 对 了 微分 : 
= AS? . NH” 


Ink = in 


h Rep Kr 
dink AHy, 1 AH* + RT 
ae > RES IGA A RT 

与 Arrhenius 25077 F LER : 
dnt «| By 
an" tars 
式 中 “五 一 一 反应 的 活化 能 。 
b= ian od 
方程 式 可 改写 为 : 
aigk = - 2305R dl 了 | 


如 将 gk Rt 作 图 ,应 该 得 到 直线 , 见 图 为 2-35。 其 斜 1gK 


率 为 - (AH* + RT)/2.303R, E,AH* 的 值 即 可 以 计算 求 
得 。 
应 该 指出 ,用 以 上 方法 作 图 求 Be 时 ,反应 速度 可 以 任 
意 单位 表示 ,因为 反应 速度 单位 不 同 , 只 影响 图 2- 35 中 直 
线 的 位 置 ,而 不 影响 其 斜率 。 用 以 上 方法 测定 酶 反应 活化 
能 数值 时 ,应 该 特别 注意 的 是 式 中 上 为 反应 速度 常数 ,而 1/T 
根据 "= kyl Eo), MER REE AKA, k, 才 与 "成 正 图 2-35 1] 针对 1/7 了 作 图 以 测量 Eo A AH + ve 
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比 , 所 以 可 用 leo 作 图 .各 种 酶 反应 的 活化 能 数值 ,可 查阅 有 关 书 刊 。 
2.4.2.2 求解 离 基 团 的 和 下 


由 Van't Hoff 方程 : 
sta) (ili 
APT od hRT 
积分 可 得 
2.303(pK, - pK,,) = ree | 地 = 


FSR (2 — 73) AY ET tan ERE SAS. SP OK, ASE A SL, RAR RL, TA i 
A Ch 高 和 A Shea, Pattee BE FA FS) 可 由 下 式 求 得 : 


AGWx = - RTInKT5ASWN = (AHien -和 CS ) 


表 2-4 列 出 了 参与 酶 催化 过 程 的 解 离 基 团 的 一 些 性 质 。 
表 2-4 活化 部 位 解 离 基 团 的 性 质 


AH #35 (kJ/mol ) 


3.0~6.2 


+6.28 


8 或 7- COO- 3.0~5.0 上 6.28 

PK MAE 5.5~7.0 28.89 ~ 31.4 
a - NH} 7.5~8.5 41.87 ~ 54.43 
e - NH} 9.4~ 10.6 27.2~29.3 
— sy 8.0~8.5 25.12 

酚 羟 基 9.8~ 10.5 50.24 ~ 54.43 


11.6 ~ 12.6 


表 2-4 中 的 解 离 常数 由 于 受 微 环 境 的 影响 ,实际 上 测 出 的 是 表现 解 离 常数 (不 是 微观 解 离 常 
数 )。 

前 已 提 及 ,用 pH 对 和 K。 的 影响 求 得 的 pK, 值 , 由 于 各 种 因素 的 影响 , 需 用 解 离 热 烩 
AZ 高 进行 校对 ,但 系统 的 pH 要 求 精确 到 0.02 个 pH 值 ,否则 得 不 到 较 准 确 的 动力 学 数据 。 

此 外 ,溶液 中 酶 的 结构 性 质 有 时 还 可 以 从 一 定 的 pH 和 温度 下 的 失 活动 力学 进行 研究 ,可 以 得 
到 很 有 价值 的 资料 。 可 参见 有 关 人 体 肌 酸 激酶 失 活动 力学 的 报道 。 


2.5 酶 作用 于 多 底 物 时 的 动力 学 


多 底 物 反应 是 指 两 个 或 两 个 以 上 的 底 物 所 参与 的 反应 ,其 动力 学 研究 是 一 相当 复杂 的 课题 。 
这 一 节 仅 限 于 双 底 物 反应 作 简要 的 讨论 ,包括 双 底 物 反应 分 类 ,推导 动力 学 方程 ,分 析 实 验 数据 及 
判断 作用 机 制 。 


2.5.1 RHE RWI MADR 


表 2-5 将 IUB-EC 所 分 成 的 六 大 类 酶 反应 , 按 底 物 的 多 少 予 以 对 应 分 类 。 从 表 中 可 见 ,真正 
的 单 底 物 反 应 只 有 异 构 反 应 (包括 变 位 酶 、 消 旋 酶 在 内 的 异 构 酶 所 催化 的 反应 ) ,只 占 总 酶 促 反 应 的 
5 %o ,即使 将 单 向 的 单 底 物 反应 ( 裂 合 酶 反应 ) 计 算 在 内 ,也 不 超过 20% , 而 双 底 物 反 应 占 大 多 数 ,其 
中 水 解 反应 是 双 底 物 反应 ,但 由 于 水 的 浓度 在 动力 学 中 往往 被 看 作 是 恒定 的 常数 ,而 且 是 饱和 的 ， 
故 水 就 不 作为 一 个 在 动力 学 上 有 意义 的 底 物 。 实 验证 明 :水 解 反应 的 动力 学 往往 符合 单 底 物 反应 
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的 动力 学 。 同 理 , 一 些 有 水 参加 的 裂 合 酶 ,如 碳酸 栈 酶 、 延 胡 索 酸 酶 等 催化 的 反应 也 可 看 作 是 单 底 
物 单 产物 的 反应 。 剩 下 的 双 底 物 反 应 中 就 以 转移 反应 占 绝 大 多 数 , 因 为 氧化 还 原 反 应 是 转移 电子 
或 氢 原 子 的 反应 ,所 以 可 看 作 是 转移 反应 的 一 种 。 因 此 , 双 底 物 反 应 主要 是 转移 反应 , 占 总 酶 促 反 
应 的 50% 左 右 。 
由 此 可 知 , 单 底 物 动力 学 只 适用 于 表 2- 5 中 1,3 类 反应 ,以 及 第 二 类 中 的 正 向 反应 (如 B+C 
中 有 一 个 产物 是 水 , 则 也 适用 于 逆向 反应 )。 
表 2-5 酶 促 反 应 按 底 物 数 的 分 类 


. 单 底 物 


2. 单 向 单 底 物 A==B+C 12 
3. 假 单 底 物 A-B+H,0==A- 0H+ BH 26 
4. WED AH, + B=—A+ BH, 
A2+ A + Bt 27 
A+ By Ay +B 
5. [JED A+B+ATP=—AB + ADP + Pi 24 


A+B+ ATP=—AE + AMP + PP, 


2.5.2 ”多 底 物 反应 动力 学 分 类 


双 底 物 (BiBi)、 双 产物 (BiBi) 反 应 通 式 为 
E+A+B=E+P+Q 
考虑 酶 与 底 物 是 否 形式 三 元 络 合 物 ,将 酶 分 为 两 大 类 。 
A 反 应 过 程 中 形成 三 元 络 合 物 
下 一 EU 

按 酶 与 底 物 结合 的 顺序 问题 ,进一步 分 为 两 种 机 制 。 

(1) 序列 有 序 机 制 (Compulsory - Order Mechanism) 两 种 底 物 按 一 定 顺 序 与 酶 结合 ,只 有 当 第 一 
个 底 物 与 酶 结合 后 ,第 二 个 底 物 才 结 合 上 去 ,产物 P 和 Q 释放 也 按 一 定 顺序 进行 : 

E+ A—=EA==EAB—=FAQ=EQ E+ Q 
或 E+B—EB—=FBA—EPQ —“EP—=E+P 

用 图 表示 : 
本 P 
y Y ih 
EA (EAB-EPQ) EQ 


E 


马 肝 中 的 醇 脱 氢 酶 反应 : 
NAD* + CH CH OH 一 CH3CHO+ NADH + (H* ) 


(A) (B) (P) (Q) 
称 为 Theorell-Chance 机 制 。 
A nor Q 
A 


E 


EA EQ 
三 元 络 合 物 EAB 转变 成 EPQ 的 速度 极 快 ,这 是 一 种 特殊 的 序列 有 序 机 制 。 
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(2) 序列 随机 机 制 (Random-Order Mechanism) 两 种 底 物 不 按 一 定 的 顺序 与 酶 结合 ,产物 也 为 随 
机 释放 : 


E+A=>~EA EQ==E+Q 
A+B | -P 
EAB=—EPQ 
A -Q 
E+B— =EB EP—>E+P 


如 肌 酸 激酶 催化 的 反应 : 
肌 酸 + ATP BEAR ULAR + ADP 
(A) (B) (P) (Q) 
FAR 表示 


i 'S P'S 
E 
A 8 By, 


B 反应 过 程 中 不 形成 三 元 络 合 物 

乒乓 机 制 (Ping-Pong Mechanism) 酶 首先 与 一 个 底 物 结合 ,释放 一 个 产物 ,再 与 另 一 底 物 结合 ， 
释放 出 产物 , 即 底 物 和 产物 交替 地 与 酶 结合 或 从 酶 释放 。 好 像 打 乒 乓 一 样 一 来 一 去 。 反 应 过 程 中 
无 三 元 络 合 物 形成 : 


At EEA FP =F ee eT EEG 
如 需要 PLP 为 辅 因子 的 转氨酶 反应 : 
R R 


| | 
E + H,.N—CH—COOH=—E— NH, + 0 = C—COOH 
(A) (F) (P) 


人 r 
E—NH,+ 0 = C—COOH== E + H,N—CH—COOH 
(F) (B) (Q) 
A P B Q 


™ — Y Ay i 
用 图 O 表示 : E (EA — FP) FF (FB— EQ) E 


2.5.3 Cleland 命名 和 表示 法 


1963 年 cleland 建立 多 底 物 多 产物 系统 的 酶 动力 学 用 一 套 统一 的 命名 方法 和 表示 历程 的 原 
则 ,以 双 底 物 、 双 产物 为 例 介绍 下 。 
A 底 物 按 与 酶 结合 的 次 序 , 分 别 以 A,B,C,D 等 表示 
产物 按 它们 脱离 酶 的 次 序 ,分 别 用 P,Q,R,S 等 表示 ,抑制 剂 用 工 表示 。 
B 稳定 状态 中 间 物 (包括 自由 酶 ) 用 下 ,F,G 等 表示 
非 中 心 复合 物 ( 又 称 过 渡 态 复合 物 ) 指 酶 的 活性 中 心 没有 被 配 基 完 全 占据 ,如 雌 二 醇 178 - 脱 


@ 称 cleland 表示 法 。 
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氨 酶 中 EM?* Bk EM?*' 4) FIL EA, EB, EP, EQ 等 表示 。 

中 心 复合 物 是 指 活 性 中 心 .完全 被 配 基 结合 ,如 Efi BK Ei ,用 外 加 括号 的 (EAB) (EPQ) 
代表 。 人 恒 态 动力 学 只 假定 存在 一 个 中 心 复 合 物 BW (EAB - EPQ) 或 (EA - EP) 表 示 其 异 构 化 作用 。 

C 动力 学 上 有 意义 的 以 应 物 或 产物 数目 以 单 (Uni) 双 (Bi) 三 (Ter) 9 (Quad) FAA 

如 双 底 物 、 双 产物 的 序列 有 序 机 制 为 OrderedBi Bi, 序 列 随机 为 Random Bi Bi 乒乓 反应 为 Ping- 
PongBiBi( 实 际 为 Png Pong Uni Uni Uni Uni). 

D 除 随机 机 制 外 , 酶 促 反应 历程 用 一 直线 表示 

线 上 疝 下 的 箭头 代表 与 酶 结合 的 底 物 ,向 上 的 箭头 为 从 酶 释放 的 产物 。 酶 结合 底 物 或 释放 产 
物 的 各 种 形式 在 线 下 表示 。 随 机 机 制 以 凌 形 图 线 表 示 。 三 种 双 底 物 、 双 产物 反应 的 历程 cleland 表 
示 法 见 4.3。 


2.5.4 双 底 物 反 应 恒 态 动力 学 


2.5.4.1 Alberty 表达 式 

A Alberty 一 般 速 度 方 程 

许多 双 底 物 酶 促 反应 在 固定 一 个 底 物 浓度 而 改变 另 一 底 物 浓度 时 都 服从 米 氏 方程 。 米 氏 方程 
适用 于 对 于 底 物 分 子 只 有 一 个 结合 位 点 的 酶 催化 反应 。 如 果 结 合 位 点 间 无 相互 作用 ,也 适用 于 对 
底 物 有 多 个 结合 位 点 的 酶 。 对 这 些 反 应 ,在 总 酶 浓度 固定 并 远 低 于 两 个 底 物 浓度 时 Alberty 推导 的 
一 般 式 : 

YLAoj[Bo] 

[+ KALB] + [Ap /[B Pe oR oe 
式 中 TV 一 一 A、B 都 饱和 时 的 最 大 初速 度 ; 


有 一 一 8 饱和 时 w = 广 Vi 的 A 的 浓度 ; 


Vo = 


K®——A {A FIBY v, = 3 7 的 B 的 浓度 ; 
Ki3A——E + A= EA 的 解 离 常数 。 


在 [BR ] 很 高 时 简化 为 : 
| 全 
a b Veal By] 
类 似 的 ,高 LA, JAY: Vo = [Bu ] " KB 
当 [B,] 固 定 而 未 饱和 
_ Te Kil Aol (i soe pe yet ESE) 
a [ A> | a K, * 
过 [二 _ KsKn + KnlBo] 
A S08. Epp dn Mae ee «EB 


“(Ay j 固 定 而 未 饱和 ,也 可 得 到 类 似 的 表达 式 。 
以 序列 有 序 反应 讨论 混合 常数 的 KG. K8 ,而 不 是 KK8 


E+ A—EA EAB * 一 > 产物 
当 [Boj->0 时 ,EA 与 B 形 成 的 EAB 极 少 。 因 此 ,上 E + AEA iF EGS, Ki KS, 45 Al- 
berty 方程 一 致 ,因为 在 [Bu ] 很 低 且 固定 时 ， 


[By], _ Ki+(K8) 
K, = Ke K,= (K®) 


= K3 


ee eee Sst aes 


ee en IE ce ee 了 他 二 


eee eee 
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—_ Vonel By ILA] , ’ 
所 以 mw = 十 下 式 中 为 KE MBE Ke 


B 先 结合 的 序列 有 序 机 制 ,一 般 式 中 以 RS Ki 代替 KS Ke ,而 序列 随机 机 制 可 证 明 Ke .Ke 或 
KsS .Ka 都 适用 。 

形成 三 元 络 合 物 的 序列 有 序 或 序列 随机 反应 ,尤其 是 当 限 速 步骤 为 EAB 一 二 FEPQ 时 ,服从 Al- 
berty 一 般 速 度 方程 。 与 单 底 物 反应 类 似 , 米 氏 方 程 中 ES-~>EP 为 限 速 步骤 。 序 列 随 机 中 除 三 元 络 
合 物 的 互相 转变 外 ,所 有 的 步骤 都 非常 快速 的 反应 ,有 时 称 为 随机 快 平衡 双双 机 制 。 

乒乓 双双 机 制 在 初速 度 范 围 内 释放 的 产物 P 浓 度 极 低 , 逆 过 程 可 忽略 , 故 KS =0, 因 此 KS Ke 
=0, 

mF Vmax L Ao | [ Bo | 
” KalAg] + KalBy] + [AoJ[By ] 

速度 方程 更 为 简化 。 

B 一 次 作 图 法 

服从 Alberty 一 般 速度 方程 的 双 底 物 反应 , 当 固定 一 个 底 物 浓度 而 改变 另 一 底 物 浓度 时 也 遵守 
米 氏 方程 。 因 此 ,相应 的 双 倒 数 作 图 也 为 线性 。 这 种 一 次 作 图 法 有 两 种 类 型 : 酶 完全 饱和 或 几乎 半 


饱和 (half-saturating) ,结果 如 图 2- 36 所 示 。 


1/v 1/m 


1/[Ao] 


1/u 


1/[Bo] 1/[Bo] 


图 2-36 Alberty 速度 方程 一 次 作 图 法 


(a) [Bu] 固 定 并 < K® ni te 


(b) [Bu] 饱 和 ( 即 A Sates) Le 


(c) [Ay IESE ~ KA 时 十 一 让 作 图 


(d) [As] 饱 和 ( 即 B 为 准 单 底 物 ) Lt 


2.5.4.2 Dalziel 表达 式 
A Dalziel 一 般 速 度 方 程 
1957 年 Dalziel 推导 了 双 底 物 的 一 般 方 程式 为 : 
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Eadie gg oy Bae OR! A Sa 
% " LAy) EB} - FAgIEBy ] 
6 为 动力 学 系数 ,可 用 一 次 或 二 次 作 图 法 求 得 。 方 法 如 下 :在 一 系列 固定 的 ,但 不 同 的 [了 ] 浓 


wer, eee $a. Ba, Pyulfl (EH 2- 


1 
[Ay J 
37)。 也 可 用 在 一 系 


iL -aa 二] 作 图 ,得 到 同样 结果 。 


一 次 作 图 斜率 
一 次 作 图 堆 距 


B= oy 


ee pe Ne 


1/[Bo] 1/[Bo] 


92-37 两 次 作 图 法 求 Dalziel 动力 常数 
Dalziel 方程 可 以 转化 为 Albherty 方程 ,并 可 求 得 相应 的 常数 关系 。 因 此 ,Alberty 方程 中 也 .等 于 
Dalziel 方程 了 而 Ki = 和 KB = gk: = 一 一 
B err Alberty 和 Dalziel 常数 
Alberty 一 般 速 度 方程 与 米 氏 方程 形式 非常 相似 , 故 对 双 底 物 动 力学 人 门 非 常 有 利 , 但 Dalziel 
方程 对 酶 动力 学 家 来 说 更 有 价值 。 当 然 ,一 般 速度 方程 中 的 动力 学 常数 是 反应 过 程 中 每 一 步 速 度 


常数 的 函数 。 对 一 个 具体 的 双 底 物 机 制 而 言 ,都 可 计算 出 其 动力 学 常数 。 一 般 Dalziel 方程 比 Al- 
berty 方程 中 常数 形式 更 为 形象 直接, 一目了然 。 以 稳 态 乒乓 双双 机 制 为 例 , 用 King-Altman 法 推导 


的 速度 方程 为 : 
k,[Ao] 
Ae Ox 
at A a 
EB 
k 


[ 
[Po ] k, + kg k_,k, 1 3th, 1 
Dalziel 形式 : 本 = ky ke ag 天 ks r vy 本 ky ky . [B] 


Li os 
ne? Ht + kg 


其 他 作用 机 制 的 稳 态 动力 学 方程 也 可 用 ae 法 推导 出 。 
2.5.4.3 Cleland 表达 式 


以 有 序 双双 机 制 为 例 : 
A B P Q 
kk ko ¥ k_, kot ke k, tk , 


E EA (EAB =—EPQ) EQ E 
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需要 NAD* 或 NADP* 的 脱 氢 酶 的 反应 就 属于 这 种 类 型 。 在 这 种 情况 下 , 辅 因子 像 底 物 一 样 地 
起 作用 (作为 底 物 A) ,产生 出 EA,EA 再 与 代谢 物 ( 底 物 B) 起 作用 ,产生 三 元 复合 物 EAB, EAB 再 进 
一 步 发 生 脱氧 作用 ,生成 脱 氢 的 代谢 物 (产物 P) 及 接受 了 氢 的 辅 因子 (NADH 或 NADPH ,产物 Q) 这 
两 个 产物 和 依次 释放 出 来 , 先 P 后 Q。 例 如 : 醇 脱 氢 酶 


NAD* CH, CH, OH CH, HCO NADH + H* 
+ + 人 
天 + E-NAD* * CH, CH,OH i? 
E E- EAD =e. NADH: CH, CHO E - EADH E 


用 King - Altman 方法 ( 见 4.4 节 ) 可 写成 为 : 
k,[A] 
@|) 一 一 


be 


k »(P] 
(a => (EPQ => EAB) 


[E] oy hak 二 + a (P]k.; a ae ko (Blk; kg a5 ae kik, 
[LE], ~ 


[EA] _ kaki LA] ks + k, [A] k_5[P]k_. + k4[Q]&_,(P]k_» + ky k,k,[A] (EAB + EPQ) 
{E], ») [E], 
_ Aoki LA] h(B] + kK LA] [BJ hy(P] + kLQ)é(PIh[B] + ki kL Q]k [PI 


[EQ] _ Kak kslQl + bi [Alby [B] hy + kal Q]b [Bl hy + bik Qhhs 


[E], 
v = k,(E][A] - &_, [EA], ALE], [EA], 
整理 得 : 
ky ko ky kg[A][B] - k_,k_.k_5k_,[PI[Q] 


[E,] 有 (CE + hy) + hyhy(hg + hy)[A] + hy hy kyl B] 
+ k_,k_k_,[P] + kak (hk. + k,)[Q] + k,k,(k, + k,) [A][B] 
+ kykgks[AJ[P] + k-gk-4(k-y.+ k-2)[PILQ] + ko ks kLBILQI 
k, k,k_,[AJ[B][P] + k,k_,k_,[B][P](Q] 


num, | A][B] - num,[P][Q] 
z const + coef,[A] + coef; | B] + coefp[P] + coefy(Q] 

+ coefy,( A][B] + coefyp[A][P] + coefpo PJLQ] 
+ coefao[B][Q] + coef A][BI[P] + coefs[BJ[P][Q] 

将 上 式 分 子 和 分 母 乘 以 (num, )/( coef ip ) ( coefrg), AB A¢-FIR-G A, B, AB, ABP 分 母 项 可 直接 定 
义 动 力学 常数 。PO 分 子 项 与 P,0, PO,BPO 分 母 项 乘 以 mumiynumi 后 可 化 为 动力 学 常数 (和 天 。 )。 
AP 项 乘 以 mumi/naumi 并 以 coef1KA 取代 coefp , 即 可 化 简 。BC 项 以 coe/ 天 取代 coefe 即 为 化 简 。 
分 母 常 数 项 以 coef/K。 可 取代 coefs , 即 可 化 简 。 用 K., 和 动力 学 常数 表示 上 面 的 动力 学 关系 式 ,为 
了 简化 起 见 , 岂 了 分 别 表示 正 闭 最 大 速度 。 

V, V,(LAJ[B] - [P][Q]/K,,) 

VjK.Ki5 + V.K.3| Al + VK LB) Y,; Kol P]/Keq 
一 V, Kyl Q)/K., + V,[AJ[B] + V, Kol AJLP]/ Key Kia 


可 以 写成 : 


v= 
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+ V,[PI[QI/K. + ViKml BI[QI/Kig + VLAI[BILP]/Kze 
+ V,[BI[P][Q]/KsK., 
式 中 动力 学 常数 定义 如 下 , 均 用 系数 比值 表示 : 


K coef _ coef, 
Pit) cod,’ "" ~ coefat 
_ coefp — coest — ky _ coefpg 
iA |, coef — coefgs-, Ky, 72)”  bbef gr 
_kitks —— coefy _ coefp . 
Fr Ee ag” aay 
K coef sp k, + kg A coef 
ae coef spp a Ws: ol coef go 
const — ka num, num, 
| tifa Mk,” «cody ™ cog,’ 
num, 
a nim, 


这 些 定 义 根据 的 原则 是 » 按 其 反应 进行 的 方向 ,分 子 是 所 有 速度 常数 的 乘积 ,分 母 是 包含 所 有 
反应 物 浓 义 乘 积 项 的 系数 。K。 的 分 母 和 v 的 分 母 相 同 ,分 子 为 分 子 分 母 消去 注脚 字母 后 , 留 下 分 母 
的 注脚 字母 , 即 表示 该 底 物 的 K, 值 。 用 两 个 系数 比值 使 得 注脚 字母 消去 后 ,在 分 母系 统 注脚 上 剩 
下 的 一 个 字母 , 即 表示 该 字母 代表 的 配 基 的 抑制 常数 。 在 定义 常数 时 ,要 注意 不 使 一 个 式 子 有 两 种 | 
以 上 的 含义 ,同时 也 可 以 发 现 抑制 常数 可 以 不 止 一 种 定义 ,在 可 以 有 不 止 一 种 定义 情况 下 ,有 一 些 
可 以 化 为 相同 的 表示 ,有 一 些 不 易 使 速度 方程 化 简 , 因 此 要 适当 选择 。 

对 于 Ordred BiBi 反应 有 Haldane 方程 


aa V, Kio Kae . 
1 Vy Kis Kap 
为 了 获得 逆反 应 速度 方程 ,我 们 可 将 分 子 分母 均 乘 以 K。/ 太 ,可 得 
_ _¥,([PI[Q] - [A][BI]K.) 
me oo 5 | 
ed 
从 上 式 分 母 常 数 项 我 们 即 可 得 到 Haldane 方程 
Vo Kis Kup Ka, _ (num,) (const) (coef,) (mami) (coejns ) 
V; (coefpo ) (coef, ) (coefp) (num,) (num, ) 
( const ) (const ) Kp 
~ Kcogfen),-.. (coghaeaie, Kio Kup 
de Ka = 7, Kak 
用 Haldane 方程 可 以 消去 V, ,速度 方程 可 表达 为 
V,(LAJ[B] - [PJ[Q]/K,,) Kye Kis 
BET En Sen 


Ki, Kip + K,sl A] + K,4[B] + ald:¥ 


+ ae a K, Ket LBILPILQI + 元-[AJ[B][P] + (BIg 
+e IP) += 10 + [A][B] 

如 果 是 测定 初速 度 ， 上 起 可 化 简 为 

天天 op 十 Ke[A] + K,4\B] =F [AJ[B] 


(if 
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又 如 :有 序 双双 机 制 中 的 马 肝 醇 脱 氢 酶 (Theorell-chance 机 制 ) 


A 
hi) rh, 6 


E E 
EA EQ 


King-Altman 法 ( 见 2.2 节 ) 推 导 速 度 方程 
(有 和 ja[A][B] =- 大 253[PJLIQJD)LE 
ka + as[A] + 有 和 [BT+ 2[P] + &_, k_51Q] + kk, [AJB] 
+ k,k_,[AJ[P] + is[B]LQ + az-sEP]LQj 
FA cleland 系数 变换 规则 可 将 速度 数 的 动力 学 关系 式 转化 成 可 以 测定 的 恒 态 动力 学 常数 表达 
的 方程 


v= 


Veu( [A][B] - ea) 


ia 一 一 一 
V, 人 
eq 


max—r 


Ol Jardsletns ce 


TBI) + Tho 


反应 初期 , P->0, 初 速度 为 
et [A][B] 


Views Kix * Kup + KeplA] + Ku[B] + [A][B] 
Cleland 表达 式 对 复杂 系统 有 很 大 的 优越 性 , 它 可 使 表达 式 简 单 明 了 。 


2.5.5 多 底 物 反 应 机 制 的 鉴别 
2.5.5.1 恒 态 动力 学 法 


A 一 次 作 图 法 
服从 Alberty 3% Dalziel) — AE Hy FE ah BLA AE LE B JB, I — 次 作 图 为 线 
fe RIEL Ay], I. 作 图 也 为 线性 。 图 2 - 38 中 寺 上 的 截 距 或 斜率 都 包含 了 固定 的 不 饱和 


底 物 的 浓度 ,使 固定 的 底 物 浓度 取 一 系列 不 同 的 数值 ,在 每 一 浓度 下 重复 做 实验 , 则 一 次 作 图 得 到 


1/vo 1/v 


[Bo]: >[Bol2>[Bols (Boli >[Bol2 >[Bols 


1/[Ad 1/[Ad 


2-38 一 次 作 图 法 〈 作 图 可 得 到 类 似 结果 ) 


乒 ae 
(a) 序列 机 制 (b) 乒乓 机 制 (固定 [Ao] ,以 a 
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的 斜率 、 截 距 都 会 变化 。 序 列 有 序 和 序列 随机 双双 的 这 一 形式 一 次 作 图 法 见 图 2-38(a)。 相 反 , 兵 
乓 双双 机 制 由 于 KS: KE =0, 故 一 次 作 图 得 到 的 斜率 是 一 常数 ,所 以 不 同 固定 底 物 浓度 下 的 重复 实 
验 得 到 了 一 系列 平行 直线 (图 2-38(b))。 因 而 一 次 作 图 法 可 以 区 别 序 列 机 制 和 乒乓 机 制 ,但 不 能 
区 别 序 列 有 序 与 序列 随机 机 制 。 
如 : 1967 年 ,Hersh 和 Jencks 研究 3 - 酮 酸 CoA -转移 酶 时 得 到 与 图 2- 38(b) 类 似 图 形 ,推测 为 
乒乓 机 制 。 可 能 为 下 列 反应 : 
as CoA i 3 Ree 3 Bad.» CoA 


后 来 得 到 的 E- CoA 内 一 机 理 。 

但 应 注意 ,由 实验 数据 得 到 的 图 形 有 时 很 难 判断 是 否 平行 。1962 年 Fromm 及 其 同事 对 酵母 己 
糖 激酶 一 次 作 图 得 到 具有 三 元 络 合 物 机 制 , 脑 已 糖 激酶 为 含有 下 上 -了 二 元 络 合 物 的 乒乓 机 制 。 尽 管 
同 工 作 用 是 有 可 能 不 同 ,但 进一步 研究 (1969) 发 现在 远离 水 平 轴 下 面 有 一 次 作 图 的 交点 ,因而 这 一 
酶 在 反应 过 程 中 也 是 形成 三 元 络 合 物 。 

B 抑制 剂 法 

采用 与 底 物 竞争 酶 分 子 上 结合 位 点 的 抑制 剂 ,可 提供 有 关 酶 作用 机 制 的 重要 信息 。 反 应 初期 
若 有 产物 存在 ,可 能 与 底 物 竞争 酶 分 子 上 的 结合 位 点 ,降低 正 反应 速度 。 

双 底 物 反 应 性 质 复 杂 。 竞 争 性 的 抑制 剂 在 整个 反应 中 不 一 定 表现 竞争 性 方式 。 在 一 系列 不 同 


的 抑制 剂 浓度 下 双 倒 数 作 图 ,如 果 - 轴 上 的 截 距 不 随 抑制 剂 浓度 变化 ,为 竞争 性 抑制 ;如 果 和 斜率 不 


变 , 则 为 反 竞 争 性 抑制 ; 若 两 者 都 发 生变 化 ,为 非 竞争 性 或 混合 型 抑制 ( 见 5 章 )。 性 质 上 为 竞争 性 
的 抑制 剂 ,在 双 底 物 反 应 中 可 表现 出 各 种 抑制 形式 。 

Cleland 通过 数学 方法 分 析 了 大 量 动力 学 数据 ,提出 了 两 条 可 推测 多 底 物 反应 抑制 图 谱 的 规 
则 。 


(1) 抑制 剂 与 一 种 形式 的 酶 可 逆 结 合 ,变化 底 物 与 其 他 形式 的 酶 结合 , 双 倒数 图 中 坟 -~ 轴 截 距 发 


生变 化 。 

(2) 抑制 剂 和 变化 的 底 物 与 相同 形式 的 酶 结合 ,产物 结合 在 另 一 种 形式 的 酶 上 ,但 这 两 种 形式 
的 酶 之 间 可 逆 相 连 ,那么 双 倒 数 图 中 的 斜率 发 生变 化 。 

应 用 Clelnd 规则 可 以 判断 双 底 物 、 双 产物 反应 中 产物 抑制 类 型 ,如 表 2- 6\ 表 2-7。 随 机 双双 
机 制 中 ,任何 一 种 产物 产生 抑制 时 ,变化 底 物 与 抑制 剂 都 结合 在 同一 形式 的 酶 下 上 ,只 有 斜率 发 生 
变化 ,都 呈 竞 争 性 抑制 。 当 底 物 过 饱和 时 ,与 产物 结合 的 酶 下 浓度 为 零 , 因 此 产物 不 产生 抑制 。 表 
2-8 总 结 了 三 种 双双 机 制 的 产物 抑制 作用 。 

表 2-6 乒乓 双双 产物 抑制 作用 


P 结 合 F,A 结 合 E; 在 A,P 存 在 下 ,F 和 下 


逆 相 联 

恒 态 时 [F] =0,P 不 能 和 了 结合 
P 和 了 B 均 与 了 结合 

[A] 饱 和 时 不 影响 P 和 B 结 合 F 
Q 和 A 均 与 下 结合 

[B] 饱 和 时 不 影响 Q A A ZEA E 
Q 结 合 E,B 结 合 F 

在 B,Q 存 在 下 ,F 和 下 可 逆 相 联 
RASH LE] = 0,Q ARES EAA 
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表 2-7 A 先 结合 的 有 序 双 双 产 物 抑制 作用 


固定 底 物 纵 截 或 
是 否 饱 和 斜率 变化 


& EQ,A4 
mi ,了 存在 下 ， EQ 可 逆 相 联 
结合 EQ,A 结 合 忆 
当 [B] 饱 和 , 恒 态 时 EA=0,E 和 EQ 不 能 可 
逆 相 联 
P 结 合 EQ,B 结 合 EA 
在 B,P 存 在 下 ,EA 和 EQ 可 逆 相 联 
[A] 饱 和 不 影响 P 结 合 EQ 和 B 结 合 EA 
Q 和 A 均 与 正 结合 
[B] 饱 和 不 影响 Q 和 和 结合 下 
Q44 E,BAS EA 
在 A 存 在 下 ,E 和 EA 可 逆 相 联 
当 [A] 饱 和 , 恒 态 时 [E] = 0,Q AREAS E 


抑制 方式 


A 


2-8 三 种 双双 机 制 产 物 和 抑制 作用 
A] 变 化 [B] 变 化 


P 
Q 
P 
Q 
P 
Q 
P 
Q 


© Cleland 规则 的 另 一 用 处 是 : 若 某 一 双 底 物 双 产物 反应 得 到 抑制 性 产物 PQ 分 别 对 变化 底 物 A 
或 B 的 八 个 抑制 图 谱 , 即 :P 对 ACE B, 并 分 别 为 饱和 及 不 饱和 )P 对 B( 固 定 A, 并 分 别 为 饱和 及 
不 饱和 )Q 对 A( 固 定 B, 并 分 别 为 饱和 及 不 饱和 ),Q 对 B( 固 定 A, 并 分 别 为 饱和 及 不 饱和 ) ,根据 这 
些 图 谱 , 可 推测 双 底 物 、 双 产物 的 反应 机 制 (图 2- 39)。 


序列 有 序 (A 先 结合 
A B P Q 
ot dele epee 
EA (EAB - EPQ) EQ 
序列 随机 : 
SS 一 a 人 

Np as 

= A P B Q 
9 
(EA - FP) F (FB - EQ) 


图 2-39 三 种 双双 反应 机 制 
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2.5.5.2 非 稳 态 法 

A 平衡 中 的 同位 素 交 换 法 

1959 年 , Boyer 及 其 同事 认为 , 当 化 学 反应 达到 平衡 时 观察 同位 素 的 交换 可 以 判断 反应 机 制 。 
在 没有 其 他 的 反应 物 和 产物 存在 条 件 下 ,一 底 物 和 一 产物 间 若 发 生 同 位 素 交 换 为 乒乓 机 制 。 如 蘑 
糖 磷酸 化 酶 催化 的 反应 :无 蔗糖 和 果糖 存在 时 , 底 物 磷酸 和 产物 和 葡萄糖- 1 -磷酸 之 间 发 生 同 位 素 交 
换 , 同 样 ,无 磷酸 和 简 萄 糖 - 1 RE EY , 芒 糖 和 果糖 之 间 也 发 生 同 位 素 交 换 , 故 推测 正 反 应 机 理 
为 : 


Suc Fru Pi G- 1 -Pi 
rn 
E*Suc E:G:Fmu E°:G E°G-Ri E*G-1-Fi 


更 一 般 的 应 用 是 当 反 应 物 和 产物 浓度 的 变化 在 不 改变 平衡 位 置 时 ,观察 同位 素 交 换 速 率 的 变 
化 。 为 便于 理解 ,双双 反应 的 一 般 形式 写 为 : 
AX + B=—BX+A 
反应 达 平 衡 时 : 
[BX][A] ma 
2.0.9) fs RE 
加 入 少量 同位 素 标记 的 底 物 B( 量 很 少 , 可 认为 不 改变 平衡 点 ) ,测定 标记 的 BX 形成 的 速率 。 
然后 增加 A 和 AX 的 浓度 ,并 保持 [A]:[AX] 比 例 不 变 以 防 改变 平衡 点 , 则 B 和 BX 的 平衡 浓度 保持 
不 变 , 但 却 会 影响 B 和 BX 间 同 位 素 交 换 的 速率 。 
以 序列 有 序 双双 反应 为 例 : 
B AX A BX 
A 和 AX 浓 度 轻微 增加 ,B 与 BX 间 同位 素 交换 速率 增加 。 但 A 和 AX 浓 度 显著 增加 时 ,人 迫使 酶 
形成 三 元 络 合 物 E.B.AX 和 下 上.BX、A, 使 B 从 EB 中 解 离 , 及 BX 从 EBX 中 解 离 更 加 困难 ,从 而 降低 
了 B->~BX 的 交换 速率 [图 2-40(a)]。 
若 AX 先 结合 的 序列 有 序 反 应 为 : 
AX B BX A 
当 AX 和 A 浓 度 增加 时 ,迫使 自由 酶 形成 EAX 和 EA。 由 于 EAX 与 B 反 应 ,而 EA 不 影响 BX 
从 下 .A.BX 中 释放 的 初速 度 ,因而 随 着 [LAX] 的 增加 ,B 和 BX 间 同 位 素 交 换 速率 以 双 曲 线形 式 增加 
[图 2-40(b)] ,随机 双双 的 反应 结果 类 似 。 


E 


B—BX BBX 


同位 素 交 换 
同位 素 交 换 


[AX] [AX] 


图 2-40 fe [AX]/[ A], BBX 同位 素 交换 速率 对 [AX] 作 图 


(a) B 先 结合 的 序列 有 序 机 制 ; 
(b) AX 先 结合 的 序列 有 序 机 制 或 序列 随机 机 制 
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以 马 肝 醇 脱 氢 酶 为 例 : 
CH, CH, OH + NAD+* 一 CHCHO+NADH+(H+ ) 

增加 CH, CH, OH.CH, CHO 的 浓度 ,并 保持 两 者 比值 不 变 ,NAD+ 和 NADH 的 同位 素 交 换 速 率 下 
降 , 故 可 认为 是 NAD+ 最 先 结合 ,NADH 最 后 释放 的 序列 有 序 机 制 。 

B 快速 反应 研究 

快速 反应 技术 也 可 用 于 研究 双 底 物 反 应 的 机 制 。1951 年 , Theorell 和 Chance 用 有 双 光 束 检测 
器 的 停 流 技术 研究 马 肝 醇 脱氧 酶 催化 的 反应 。NADH #f] E- NADH 在 350nm( 不 是 323nm) 处 吸光 值 
不 同 , 因 而 测定 330nm 和 328nm 吸光 值 的 差别 可 知 E.NADH->E+ NADH 转换 的 速度 。 同 样 ,328nm 
吸光 值 的 变化 为 NAD+ 还 原 速率 ( 即 下 .NAD+ ->E.NADH) Theorell 和 Chanoe 发 现 三 元 络 合 物 的 转 
换 极其 快 ,E.NADH 中 NADH 的 释放 为 总 反应 的 限 速 步 又。 这 个 三 元 络 合 物 的 转换 极其 快速 的 序 
列 有 序 反 应 称 为 Theorell-Chance 机 制 。 表 示 如 下 : 

NAD* CH, CH, OH CHCHO NADH 


E-NAD* E: NADH 
2.6 稳 态 前 动力 学 


2.6.1 酶 反应 的 分 析 


A 总 反应 
一 个 由 特定 的 酶 所 催化 的 化 学 反应 , 当 写 作 计 量化 学 方程 式 时 ,就 称 为 总 反应 (Overall reac- 
tion)。 因 为 酶 实质 上 没有 变化 ,所 以 它 可 包含 或 不 包含 在 方程 式 中 。 例 如 ,从 底 物 A 与 B 生 成 产物 
P 与 Q 的 总 反应 ,可 写作 : 


A+B—==P+Q 这 里 己 表示 酶 是 催化 剂 ,或 : 
E+A+B=—E+P+Q 
B 部 分 反应 
在 适当 条 件 下 (如 缺少 一 种 底 物 ) ,那么 总 反应 的 一 部 分 就 能 被 观察 到 ,这 就 称 作为 部 分 反应 。 
例如 ,在 葡萄 糖 氧化 酶 催化 的 反应 中 ,两 部 分 反应 可 被 观察 到 :氧化 型 的 酶 (Eox) 被 葡萄 糖 还 原生 成 
还 原型 酶 (Ered) 和 8 -葡萄 糖 酸 内 酯 ,Ered 被 0, 重新 氧化 生成 Eox 与 H,0,: 
Eox + S—~ Ered + 了 
Ered + O, —~ Eox + H, 0, 
编号 :E.C.1.1.3.4 葡萄 糖 氧 化 酶 催化 的 总 反应 为 : 
8B-D- 葡 萄 糖 + O, = D -葡萄 糖 酸 - $ -内 酯 + H,0, 
具有 PLP、 黄 素 或 血红 素 辅 基 的 酶 ,总 的 反应 常 可 分 为 两 个 部 分 反应 ,对 应 于 辅 基 状 态 的 变化 。 
这 些 部 分 反应 称 为 半 反 应 (half-reactions ) : 
上 E+A=F+P (Partial reaction) 
F+B=E+Q _ (Partial reaction) 
A+B=P+Q _ (Overall reaction) 
式 中 ES F II— Bea) ARABI: Eox 与 Ered) 。 所 谓 乒 乓 机 制 (或 替换 的 酶 机 制 ) ,就 对 应 
于 上 述 反应 。 
C 基 元 反应 
反应 的 最 小 单位 (元 ) 称 为 基 元 反应 或 基 元 步 又。 因此 ,总 反应 包含 几 个 部 分 反应 ;而 每 一 个 部 
分 反应 又 可 分 成 几 个 基 元 反应 (步骤 )。 
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了 在 描述 部 分 反应 或 基 元 反应 的 化 学 方程 式 中 , 酶 必须 明确 地 写作 为 反应 物 。 这 与 总 
不 同 ,在 总 反应 中 酶 被 作为 催化 剂 ,不 需 出 现在 化 学 方程 式 中 。 
ee C.2.6.1.1) 的 例子 能 很 好 说 明 上 述 各 点 ,此 酶 催化 下 列 总 反应 : 
is EE MRE 草 酰 乙酸 + 工 - 谷 氨 酸 


(Asp) (Oa) (Glu) 


这 是 一 个 可 逆反 应 ,K。 = 0.16(pH7. 4, 37%), UES PLP 辅 基 。PLP 以 共 价 键 结合 于 酶 分 子 
LYS 残 基 ,形成 schiff 碱 。 Koz (氨基 供 体 ) 与 酶 反应 。 在 这 个 部 分 反应 中 转移 氨基 于 PLP 部 分 
形成 PMP( Pyridoxamine phosphate) , PMP 酶 转移 氨基 给 另 一 个 底 物 ( 受 体 ) ,如 重新 形成 PLP 酶 ,所 以 
酶 通过 在 PLP 形式 (了 ) 与 PMP 形式 (Ew) 之 间 往 返 催化 总 反应 。 其 半 反 应 可 写作 如 下 : 
FE + Asp Ey + O, 
Ey + Kg =—E, + Glu 
由 于 E, 与 Ew 具有 不 同 的 吸收 光谱 ,因此 这 些 半 反 应 很 容易 用 分 光 光 度 法 进行 研究 。 使 用 温 
度 路 迁 法 研究 此 反应 的 作用 机 制 ,发 现 上 述 每 个 ( 半 ) 部 分 反应 至 少 有 三 个 基 元 反应 组 成 ,至 少 包 含 
两 个 中 间 物 (X ,X ,了 ,Y )。 测 定 的 速度 常数 如 下 : 
10 Ws» Ste 1.4x 10°s7! 
re le eee ee 
2.1x10°M~!s7! 30s~! 2.8x 10's"! 
Ba Re gt) en ee 
一 般 说 来 ,要 知道 一 个 基 元 反应 是 否 进 一 步 再 分 为 几 个 步骤 这 是 困难 的 。 在 许多 情况 下 ,被 认 
为 是 一 个 基 元 反应 的 过 程 ,已 发 现 有 两 个 或 更 多 个 步骤 组 成 。 很 明显 ,部 分 反应 或 基 元 反应 的 研究 
能 导致 对 反应 机 制 更 深入 地 了 解 。 


2.6.2 流 管 法 


快速 反应 技术 对 测定 酶 反应 的 基 元 反应 的 速度 常数 和 痔 明 反 应 中 间 物 ,以 及 测定 快速 作用 的 
应 初速 度 等 方面 都 很 重要 。 各 种 实验 技术 能 够 测定 的 反应 速度 范围 大 体 如 下 : 


E, + Asp Ey + O, 


E, + Glu 


压力 跃迁 
_ mae, 电场 或 超声 
[手工 混合 ， 温度 跃迁 1 Jt | 


Ee ee 
10° 10 102 10° 102 10% 10° 10% 10°° 107710" 


反应 半衰期 (s) 
图 2-41， 实验 方法 和 反应 速度 的 关系 
在 酶 反应 研究 中 ,最 常用 的 有 流 管 法 中 的 停 流 法 (Flow methods，Stopped-flow) 和 驰 豫 时 谱 法 中 
的 温度 跃迁 法 (Relaxation Spectrum，Temperature-Jump)s 表 2- 9 为 停 流 法 和 温度 牙 迁 法 特点 比较 。 
表 2-9 停 流 法 与 温度 跃迁 法 特点 比较 


停 流 法 温度 跃迁 法 
适用 的 反应 可 逆 和 不 可 逆反 应 可 逆反 应 
时 间 范 围 200s ~ min 10ns ~ s 
(ms ~ min)® (us~s)® 
反应 或 微 扰 开始 混合 温度 跃迁 
反应 曲线 (对 时 间 ) 连续 连续 
检测 方法 光学 和 其 他 能 广泛 应 用 , 受 时 间 分 光学 .电导 率 对 可 逆反 应 是 强 有 力 
特 征 辩 力 限制 ,能 考察 的 变化 较 大 的 方法 ,能 观察 的 变化 较 小 
D 在 常用 条 件 下 。 


Hartridge 和 Roughton 在 1923 年 最 先 采 用 流 管 法 测定 血红 蛋白 和 氧 结 合 ,可 测 得 半衰期 为 1~ 
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2ms 的 反应 速度 。 其 原理 很 简单 :起 反应 的 两 种 反应 物 分 
别 由 两 根 管子 流 人 混合 器 ,混合 后 经 一 根 管子 流出 ,在 距 
离 混 合 器 一 定 距 离 的 地 方 利用 物理 或 物理 化 学 方法 进行 
测定 ,如 图 2- 41 所 示 。 如 果 液 体 流 速 是 u(cm:s”'), 1K 
合 器 和 测定 地 方 距 离 为 d, 则 反应 时 间 t= d 心 ,在 管子 不 
同 地 方 测定 ,就 可 以 得 到 产物 随时 间 增 加 的 曲线 ,这 种 管 
子 叫 恒 流 。 

1963 年 Chance 为 了 克服 恒 流 法 要 消耗 大 量 样品 的 缺 
点 ;发展 了 停 流 法 ,参见 图 2-42。 在 停 流 法 中 , 友 应 物 装 
在 两 个 注射 器 内 ;将 栅栏 向 前 推进 后 ,反应 液 迅速 注 入 混 
合 室 迅速 混合 ,发 生 反应 。 停 流 注 射 器 这 时 受 压 后退 , 抵 
达 停 止 要 栏 时 ,触及 触发 器 ; 驱动 示 波 仪 将 光谱 检测 器 的 
波谱 记录 下 来 ,混合 室 和 观察 点 间距 离 很 短 且 是 恒定 的 ， 
实际 上 观察 的 是 反应 物 在 混合 后 的 变化 ,由 于 混合 非常 
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-d- C 


图 ,2- 41 人 恒 流 法 示意 图 
S 一 贮存 反应 物 的 针 简 ;M 一 混合 器 ;C 一 检测 器 ; 
d 一 混合 器 到 检测 器 的 臣 离 


迅速 ;用 停 流 法 可 测 得 毫秒 级 的 反应 。 假 定 混合 室 至 观测 点 的 距离 为 lem; 而 反应 混合 溶液 的 流速 
为 10ms 二 3 则 反应 开始 的 lms 时 间 无 法 检测 ,为 死 时 间 (dead time)( 图 2-42)。 


2) 
~ (sem 


示 波 仪 


2-42 停 流 法 示意 图 


2.6.3， 弛 耶 时 谱 法 


SREB FR Fie 


此 法 是 Eigen 等 在 1954 年 创立 的 。 它 是 根据 反应 达到 平衡 后 ,用 一 些 物理 量 去 扰动 平衡 ,测量 
是 从 一 个 平衡 被 破坏 到 新 的 平衡 建立 过 程 的 时 间 曲 线 。 平 衡 的 扰动 可 采用 一 个 或 几 个 热力 学 变 
量 , 如 温度 、 压 力 \ 电 场 等 。 温 度 路 迁 是 最 常用 的 弛 豫 时 谱 法 ,可 测 得 微 秒 数量 级 的 速度 ,示意 图 见 


— BE 


图 2-43 温度 跃迁 示意 图 


图 2- 43。 这 一 装置 能 在 10Js A, Fri SC (离子 强度 > 10…molL)。 加 热 是 由 于 荷 电 粒 子 (部 分 ) 
在 电场 中 作 有 向 排列 所 引起 ,如 溶液 电导 低 , 可 改 用 激光 脉冲 加 热 , 因 实验 时 间 持 续 不 到 一 秒 ,所 以 
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冷却 效应 可 予 忽略 。 

一 般 弛 豫 时 谱 是 通过 弛 豫 时 间 来 求 各 个 速度 常数 的 ( 详 见 2.6.4)。 反 应 经 过 多 少 个 基 元 反 
应 ,往往 有 多 少 个 弛 豫 时 间 ,在 弛 豫 时 间 多 于 两 个 时 ,情况 就 比较 复杂 ,有 时 也 不 易 分 辨 开 来 ,要 借 
助 计 算 机 的 帮助 ,才能 对 数据 进行 较 满意 的 处 理 。 


2.6.4 人 恒 态 前 动力 学 


恒 态 动力 学 (参见 第 4 章 ) 对 酶 的 研究 虽 具 有 十 分 重要 的 作用 ,但 也 存在 着 严重 的 局 限 性 只 在 
恒 态 动力 学 中 通常 所 使 用 的 酶 浓度 是 10"*molyE 或 更 低 些 , 底 物 浓度 和 酶 浓度 比较 起 来 是 大 大 过 
量 的 ;到 应 时 间 以 分 为 单位 。 测 得 的 速度 是 恒 态 速度 ,是 整个 反应 的 速度 (取决 于 最 慢 一 步 的 速 
度 )。 在 反应 中 观察 不 到 酶 本 身 的 变化 ,以 及 反应 中 各 中 间 阶 段 的 情况 。 因 而 依据 恒 态 动力 学 所 推 
定 的 反应 机 制 是 间接 的 ,而 快速 反应 动力 学 ( 恒 态 前 动力 学 ; Pre-Steady-State Kinetics; 瞬 ( 变 状 ) 态 动 
力学 ,Transient Kinetics) 对 前 明基 元 反应 的 速度 常数 、 Ai iiss Fe D4 WA 
aA in dad 

2.6.4.1 MAR HBA 

在 Michaelis-Menten 采用 的 快速 平衡 假设 中 , 当 眉 和 SS 混合 后 ,ES 络 合 物 形 成 的 时 间 进 程 是 被 
忽略 的 。 在 Briggs 和 Haldane 稳 态 处 理 中 ;是 假设 ES 处 于 恒 态 :d[ES]/at = 0 而 获得 速度 方程 现 
在 我 们 要 讨论 的 是 反应 开始 到 建立 恒 态 之 间 的 过 程 ; 先 说 明 一 下 ES 络 合 物 形成 的 时 间 过 程 : 

表 2- 10 人 恒 态 动力 学 与 瞬 态 动力 学 


便 态 动力 学 瞬 态 动力 学 
酶 的 状态 或 反映 它 的 某 些 方面 (部 分 反 
观察 到 的 变化 底 物 ,产物 (总 反应 ) 应 基 元 反应 ) 
使 用 方法 无 限制 PEE AE EK BA 
3 具体 伴随 吸收 率 或 荧光 变化 的 反应 (或 
时 间 范围 ps ~ min 


酶 浓度 10-1 ~ 10-> mol/L 10-7 ~ 10-8mol/L 
(常用 10-? ~ 10-5molL) (常用 10-5 ~ 10-4mol/L) 


优点 fey essa aman eiiy "| MOLL ALA A CBE, 


缺点 得 到 反应 机 制 的 间接 信息 , 提供 需 快 速 反应 技术 (和 仪器 ) 树 少 需 用 
in 信息 较 少 10mg 83 


be 


1 
\ 


ky kp 
E+ 5-7) 了 EYP 


(ELS ]>[E, ] ,反应 过 程 中 有 [S] = [S ] ,在 反应 开始 阶段 LS]= LS, ] 应 应 是 可 以 成 立 的 ， rei 
分 方程 可 获得 明确 的 解 


k, (CE) ]}-= [BS])[S)] - (iy #4) LES] (2-1)) 
d{ ES] . 
hE I] -GhlS 1+, +*.)1ES] > al: 
: 7: z 1@s 1 
对 上 式 积分 ,( 当 :=0,[BS] =0, C= pF Ins [Fy JL) 
则 得 : [ES] =2(1-e-*) (2-3) 


B 
KP a= kil ¥olb 1.8 = k, (So ] +(1 +k.) = EB, (LS ] + K,,) 


当 BT, BD > 5 At, [ES] = 5 taser teat (es) -= 


4 
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VS] 

K, + [S] 

恒 态 之 前 的 阶段 称 为 恒 态 前 ,那么 达到 恒 态 所 需 时 间 上 有 多 长 呢 ?根据 已 测定 的 实验 数据 大 体 
上 为 几 个 毫秒 ,也 就 是 说 把 酶 加 入 反应 体系 后 ,在 几 毫 秒 的 瞬间 就 达到 恒 态 ,因此 我 们 通常 测定 的 
初速 度 是 恒 态 速度 。 

由 式 (2- 3) 可 计算 一 下 ,如 [了 BS] 要 达到 恒 态 值 的 90% tro HEK?2to9 = 2.303/8 = 2. 
303/k,[S)] + (hy) + kp) < 2.308/ky < 1s, ke AIO ~ 107's"', t95 10 ~ 10°°s. 

图 2-44 是 按 式 (2-3) 画 出 的 ES -时 间 曲 线 。 


V = 及 [RE], 则 可 得 Michaelis-Menten 方程 : v = 


[ES] 


CE 人 | 一 一 一 


O 和 
f 图 2-44 ”了 MS 时 间 曲 线 
将 式 (2 - 2) 改 写 为 : 
ki LEo [LS] - dl ES]/de 
让 ‘dete ELS] + #1 & aiid 
Wong, JT 48th: (HASH, Mite dl ES }/dt<k,[E J(S), ER OTP RABT Er, MI S]s[E, ] ,那么 


fh FPS) VAT ES ee HL SE, I A AE = He TT 
Bee ALES ]/dt = 0 的 假定 。 

2.6.4.2 REM 天 

以 胰 蛋 白 酶 和 TBE SLE a FS Eh EET RH OO, PP ER EIA AS 


前 的 产物 P 形 成 的 时 间 过 程 。 实 验 条 件 仍 为 [S]>[Z] ,反应 过 程 中 有 [S] =[S,]. st E+ SHES 


5 P 是 上 述 两 种 酶 的 一 种 简化 机 制 。 实 际 上 它们 的 反应 包含 两 个 或 两 个 以 上 的 中 间 物 ,多 一 
个 中 间 物 ,处 理 就 复杂 得 多 。 用 简化 机 制 在 上 时 ,E,S,ES 和 了 的 浓度 分 别 为 [本 玉 ],[S],[ES] 
[P], 上 式 的 微分 方程 如 下 : 

d[ES] 


本 = ky ([Ep] - [ES])[S)] - (hy + k_,) [ES] 

yo Pl | 4, [Es] ae 
上 式 二 阶 微分 : 

“ pyr = (2-6) 
上 两 式 代入 式 (2- 2) 得 : SUP] = i, kT RIS] - (14k +k) 
其 解 为 ; [P] = _ 刀 LE LSji |, 如 姑 [FojlSi] (Cutie se) 7) (2-7) 


oe cies (he lelak a Ey 


1 


7) 
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积分 常数 为 巴 , 当 +=0,B =0 
当 三 -0 时 ,用 稼 级 数 展开 前 三 项 ,误差 不 大 ,可 化 简 为 : [P] = ele SI (2-8) 
4 1 足够 大 时 , 则 变 成 ; 


ers, Egle ky kL Sp ILE, ] 
LP] = ————_ - = (2-9) 
[Sy] + re k, Chel Sis | ey Hees +h) 
[P] 对 上 人 作 图 为 一 直线 ,外 延 到 纵 轴 的 截 距 为 : 
ky ka SIF] ‘ 
oe aa ee it 
横 轴 截 距 为 : 
(0 = (418, ] > K,,) (2-449 


BTS 
此 式 (2 - 8) [P] 对 己 作 图 ,可 得 二 直线 , SRR 
ARLES] ,如 可 由 恒 态 VARA, b, 就 可 愉 针 率 计算 .已 


Al k, Al k.,k_, RA WIAA 天。 计算 求 得 。 

以 式 (2-9)[P] 对 上 作 图 ,从 其 中 外 推 横 轴 截 距 可 求 得 
kyo k. 和 &_; 的 求法 与 上 相同 。 [P] —t 曲线 如 图 2-45 所 
示 。 


式 (2- 7) 也 可 利用 式 (2- 3) 代 入 Qi = 已 [ES] 求 得 ， tp = 058 (2-9) 
其 结果 相同 。 0 人 恒 态 前 一 fia 

2.6.4.3 温度 跃迁 法 测定 天 

如 前 所 述 ,速度 跃迁 是 最 常用 的 弛 豫 时 谱 法 。 如 果 将 图 2 —45 ale lS He 


一 个 已 处 于 平衡 的 酶 反应 极 快 升温 (如 5ws, 升 SS ) ,平衡 位 置 就 会 发 生 轻微 移动 ,系统 按 下 列 关系 
式 弛 向 新 的 平衡 位 置 :[X] = [X]ue-t 
式 中 ，[X] 一 一 : 时 和 新 的 平衡 位 置 之 间 的 浓度 差 
[X], 一 一 在 温 迁 开始 时 和 到 达 新 的 平衡 位 置 之 间 的 浓度 差 ; 
aL TE, JC X Ty 降低 (变化 ) 到 时 二 所 需 的 时 间 
(图 2- 46): 

酶 的 两 种 构象 PE 和 Ey 间 的 可 逆 互 变 是 能 作 简化 处 理 

的 一 个 化 学 弛 豫 的 例子 。 
ky 


En i (2 a 12) 


开始 时 ,系统 在 温度 TPES, elm BERRIES T’ 后 ， 
两 个 酶 品种 (species) 的 浓度 在 不 同时 间 可 表示 如 下 : 
酶 构象 7 时 (开始 ) ”浓度 7 时 (最 终 ) 浓度 
RE, E,' 
站， 
弛 驳 期 间 浓 度 
Ey’ + x 
E,'- x 


[E?] 9 


[Er] Xo 


Sieh ain 


图 2-46 eRe 


TO 
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在 弛 豫 应 答 期 间 , 酶 在 两 种 构象 间 重新 分 布 ,因此 ,表示 离开 新 的 平衡 位 置 (浓度 差 ) 区 最 终 降 
低 到 零 。 在 弛 殉 期 间 任 一 瞬间 , 按 质 量 作用 定律 要 求 : 


dl E,’ ~ x |/dt =k, [E,’ +x] -—k_, LE,’ - x] (2-13) 
上 式 重 排 : )x (2-14) 
最 后 ,在 新 的 温度 下 ,平衡 重新 建立 ,反应 系统 再 次 变 为 平稳 。 此 时 : 
和 = k, E,’- k_,E,’ =0 (2-15) 
将 上 式 中 各 项 从 重 排 式 中 消去 , 则 可 得 : 
- Fah +k y)s (2- 16) 
积分 上 式 ( 当 t=0,c=lnx) 
x = Xo eA ee dt (2-17) 
式 中 x) 表示 EY AE,’ 之 间 的 浓度 差 ,所 以 
X% = § koe E,’ et (2-18) 
if 1 
ore k, +k, 


从 测定 ,得 到 ky +k, HORMEL MEO HORE 7 时 的 平衡 常数 K。 = ET = TL hk 
的 和 与 比 , 两 个 速度 常数 即 可 求 得 。 

将 上 积分 式 写成 对 数 形式 Inx = nxo -二 (2-19) 

用 nx 对 + 作 图 为 一 直线 ,斜率 为 - 二。 

下 面 我 们 再 以 酶 和 底 物 的 可 逆 结 合 为 例 , 作 一 些 讨论 


b+ SB (2- 20) 
在 弛 豫 期 间 任 一 瞬时 : 
eee = 及 (E + x)(S +x) -k -1((ES]’ - x) (2-21) 
上 式 重 排 : 
ae 7 a = k, E'S -k_, (ES! +k (EF +S )x + kin t+ kx (2-22) 
在 新 的 温度 下 ,平衡 再 次 建立 , 则 有 : 
= FE- [ES] (2-23) 
人 
— Oe [h(E 4S) +h] + hye (2-24) 


一 般 讲 ,化 学 弛 和 驳 的 正确 应 用 取决 于 浓度 扰动 相对 于 总 浓度 很 小 时 方 可 行 , 所 以 可 假定 x 非 
常 小 ,* 项 可 略 去 ,积分 得 : 
x = Xe (2-35) 


= ki (Eo +S) +k, (2-26) 


用 上 式 以 一 对 (E + S ) 作 图 ,可 得 一 直线 ,其 斜率 为 k, IIREEN ，。 
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多 步 可 逆反 应 的 机 制 可 产生 多 个 弛 豫 时 间 (ELE Ye TE A ts Be TB EY 
它们 在 数量 级 有 多 少 差别 。 不 良 的 结果 总 是 可 能 存在 的 ,所 以 表 观 的 单个 弛 豫 时 间 的 测定 并 不 是 
仅 含有 一 对 可 逆 步 又 机 制 的 最 后 证 据 。 一 个 以 上 弛 驳 时 间 的 测定 将 是 存在 多 步 反 应 的 最 后 证 据 。 
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3 酶 的 作用 机 制 


酶 催化 反应 机 制 的 研究 是 当代 生物 化 学 的 一 个 重要 课题 。 酶 为 什么 比 一 般 催化 剂 的 效率 高 ? 
要 回答 这 个 问题 需要 从 理论 方面 \ 酶 的 特性 方面 和 化 学 性 质 方面 来 研究 。 近 年 来 ,由 于 X- 射 线 唱 
体 研 究 提供 了 许多 酶 结构 的 信息 ,对 一 系列 酶 提出 了 可 能 的 化 学 机 制 ,但 能 否定 量 解释 每 个 酶 的 俊 
化 能 力 还 值得 怀疑 。 许 多 问题 尚 待 解决 ,很 多 规律 性 的 东西 还 没有 掌握 ,所 以 ,只 能 说 我 们 知道 了 
有 一 些 因素 可 以 使 酶 反应 加 速 , 还 很 难 确切 地 说 它们 的 贡献 有 多 大 。 显 然 , 彻 底 阑 明 酶 的 催化 机 制 
是 酶 学 和 分 子 生 物 学 研究 的 艰巨 任务 。 

本 章 主 要 讨论 酶 的 催化 能 力 和 专 一 性 ,介绍 一 些 基本 的 催化 原理 ,以 及 论述 酶 的 一 些 已 知 的 作 
用 机 制 是 如 何 用 实验 方法 测定 的 。 

提出 一 个 酶 的 作用 机 制 ,应 予 确证 以 下 几 方 面 : 1) 底 物 转变 为 产物 每 一 步 过 程 的 中 间 络 合 物 
及 其 基 元 反应 次 序 ; 2) 这 些 络 合 物 之 间 相 互 转变 的 速度 常数 ; 3) 络 合 物 的 结构 , 即 酶 的 作用 机 制 
需要 动力 学 和 结构 两 方面 的 信息 。 因 此 动力 学 研究 .X -射线 结晶 学 、 质 谱 技术 等 对 酶 作用 机 制 研 
究 有 重要 的 意义 。 中 间 物 的 检测 ` 氨 基 酸 侧 链 的 化 学 修饰 ,以 及 定点 突变 技术 等 也 很 有 价值 的 研究 
手段 。 


3.1 酶 催化 的 化 学 机 制 


(a) (无 催化 剂 ) 
—— 过 波 态 本 

| | 

和 "il ppg 

| H 

= CH2- CH 

H HH” 
(b) 〈 存 在 酸 催化 剂 ) 

| i 

C=0 +H — A——>| C=0*--H**--A™ C—O +A 

| | \ ? HzO 

CH2 CH2 Ht CH2 

tk 1 tb H—A+OH7 
(c) 〈 存 在 碱 催化 剂 ) 

| 
4-。 +H — B—> — C—oO—H+B—H 
1 
CH: CHS H* Ve 
i H”’ B+H* 


B°* 


图 3-1 酮 醇 异 构 化 机 制 
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3.1.1 酸 碱 催化 


酸 (或 碱 ) 可 以 通过 暂时 提供 (或 接受 ) 一 个 质子 以 稳定 过 渡 态 达到 催化 反应 的 目的 ,如 酮 与 醇 
的 异 构 化 反应 十 分 缓慢 , 若 加 入 酸 或 碱 催化 剂 ,可 使 反应 大 大 加 快 (图 3- 1)。 

酶 分 子 中 氨基 酸 侧 链 具 有 质子 供 体 和 受 体 的 功能 ;所 以 推测 酸 碱 催 化 在 酶 分 子 中 起 了 重要 作 
用 是 合理 的 ,如 溶菌 酶 催化 水 解 守 聚 糖 : 

BFF Glu - 35 处 于 非 极 性 环境 ,其 侧 链 的 羧基 pK, 值 大 为 增加 ,甚至 在 pH6 时 仍 未 解 离 自 
由 Glu 侧 链 pK, 为 4.3)。 反 应 时 ,羧基 对 底 物 糖苷 中 的 氧 提供 一 质子 ,以 利于 C—O 键 裂解 ,由 Asp 
— 52 解 离 的 侧 链 稳定 所 形成 的 碳 正 离子 (图 3-2)。 


Glu35 Glu35 Goss 
\ 
(CH2)2 (CH2?)。 We 
CH2OH ©O2H Rs H20 CH2OH CO2 
9 0 of HO 
OV/oH Y —~ OVou V 一 ~ OH 
Ri b= Ri ed Ri : 
fe) O \ 
Ra CO; CH2OH Rs CO: CH20H Rs CO; CH2OH 
\ \ \ 
CH> CH> CH> 


\ 
Asp52 Asp52 Asp52 


图 3-2 FRR MER WBA 


AAA pK, 值 接近 于 7, 因 而 近 中 性 pE 条 件 下 可 作为 质子 传递 体 ， 既 可 提供 质子 ， 又 可 接 
受 质子 。 一 些 酯 酶 . 肽 酶 .蛋白 水解 酶 活性 中 心 的 组 氢 酸 在 酶 的 酸 、 碱 催化 中 起 了 极其 重要 的 作用 。 


3.1.2 共 价 催化 


所 谓 共 价 催化 是 通过 催化 剂 与 底 物 的 共 价 键 结合 ,形成 过 渡 态 来 加 速 反 应 ee 
乙酸 脱羧 过 程 如 图 3-3 所 示 : 让 ; 


otc ‘ te | Clay, t at 3 
乙酰 乙酸 烯 醇 式 Am 
-下 -~ foe 

oa aie. i 
- ocean wi CH; Sten Bags ote 
希 夫 碱 


图 3-3 ， 非 酶 催化 的 乙酰 乙酸 反应 机 制 (上 ) 及 伯 胺 催化 的 反应 机 制 (下 ) 
反应 第 一 步 : 胺 对 痰 基 矶 原子 进行 亲 核 攻击 形成 硕 夫 碱 (Schiff base, 见 图 3- 4)。 


| B\/ 
* ee Prom hye Aon me nnd + OH” 


图 3-4 和 希 夫 碱 的 形成 
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共 价 中 间 物 中 质子 化 氮 原 子 吸 收 电子 ,削弱 了 一 CH 一 和 一 C00- 的 键 合 。 希 夫 碱 的 形成 和 
分 解 速度 很 快 ,因而 不 是 整个 反应 的 限 速 步骤 。 

共 价 催化 具有 亲 核 ` 亲 电 过程 。 

(1) 催化 剂 和 底 物 进行 亲 核 反应 形成 共 价 键 。 

(2) 再 通过 同一 催化 剂 进行 亲 电 催化 ,从 反应 中 心 吸收 电子 。 

反应 机 制 归 和 人 亲 核 或 亲 电 催化 ,主要 取决 于 哪 种 效果 对 催化 限 速 反应 步骤 起 了 决定 的 作用 ,人 
胺 催化 的 乙酰 乙酸 脱羧 很 明显 是 亲 电 催化 反应 ,因为 亲 核 攻击 形成 硕 夫 碱 不 是 限 速 步骤 ,当然 , 某 
些 共 价 催化 反应 中 , 亲 核 催化 是 反应 的 限 速 步骤 。 

底 物 的 亲 核 性 与 其 碱 性 程度 密切 相关 。 的 确 , 亲 核 催化 类 似 于 一 般 碱 的 催化 ,只 不 过 不 是 从 底 
物 吸取 一 个 质子 而 是 亲 核 攻击 形成 共 价 键 。 进 一 步 ,如 果 共 价 键 的 形成 是 共 价 催化 的 限 速 步骤 , 反 
应 速度 随 着 共 价 催化 剂 的 碱 性 程度 (PK 值 ) 而 增加 。 

如 果 形 成 共 价 键 越 稳定 ,其 分 解 就 越 困 难 , 一 种 好 的 共 价 催化 剂 必需 具备 表面 上 似乎 庆 盾 的 两 
种 特性 ,高 亲 核 性 并 使 形成 的 键 容易 断裂 ,具有 高 极 化 性 的 咪唑 和 硫 醇 基 团 是 良好 的 共 价 催化 剂 。 

已 分 离 出 大 量 的 共 价 键 连接 的 酶 一 底 物 络 合 物 ,证 明 酶 具有 共 价 催化 机 理 。 如 前 所 述 的 酶 促 
乙酰 乙酸 脱羧 过 程 就 是 通过 与 酶 分 子 上 Lys 侧 链 的 s- 氨 基 形 成 了 硕 夫 碱 。 用 NaBH, 将 胺 还 原 成 
亚 胺 以 可 逆 抑 制 酶 ,可 分 离 到 共 价 络 合 物 。 酶 分 子 上 参与 共 价 催化 的 其 他 功能 基 团 有 : His 的 咪 哗 
基 ,Asp 的 羧基 和 Ser 的 羟基 。 此 外 ,一些 辅 酶 如 硫 胺 素 焦 磷酸 ,PLP 等 也 可 作为 共 价 催化 剂 。 


3.1.3 多 元 催化 


酶 的 多 元 催化 通常 是 几 个 基 元 反应 协同 作用 的 结果 ,如 胰 凝 乳 蛋 白 酶 中 的 Ser - 195 作为 亲 核 
基 团 进行 亲 核 催化 反应 ,而 His - 57 侧 链 基 团 则 起 碱 催 化 作用 。 又 如 羧 肽 酶 水 解 底 物 时 , 亲 核 基 团 
为 Glu - 270 ,或 是 由 Glu - 270 所 激活 的 水 分 子 , 而 Trr- 248 则 起 广义 酸 的 作用 。 其 它 如 RNaseA 水 
解 核酸 分 子 时 ,His - 119 及 His - 12 分 别 起 广义 酸 和 广义 碱 的 作用 等 。 


3.1.4 金属 离子 催化 


在 所 有 已 知 的 酶 中 ,几乎 有 三 分 之 一 的 酶 表现 活性 时 需要 存在 金属 离子 。 根 据 金 属 离子 与 蛋 
白质 结合 作用 的 大 小 ;将 需要 金属 的 酶 分 成 两 大 类 :金属 酶 ,具有 紧密 结合 的 金属 离子 ,常见 的 过 湾 
金属 离子 为 Fe ,Fe ,Cu* ,Mo ,Co 。 金 属 激活 酶 ,金属 离子 结合 较 松 ,通常 是 碱 金属 和 碱土 
金属 离子 如 Na* ,K* ,Mg ,Ca+ 。 

金属 离子 以 多 种 方式 参与 催化 作用 : 与 底 物 结合 ,使 其 在 反应 中 正确 定向 ;通过 金属 离子 氧化 
态 的 变化 进行 氧化 还 原 反 应 ;通过 静电 作用 稳定 或 掩蔽 负电 荷 ( 详 见 3.4)。 


3.1.5 微观 可 逆 原理 


在 研究 酶 的 动力 学 和 作用 机 制 时 , 常 要 用 到 这 一 原理 以 检查 提出 的 历程 是 否 合理 。 

根据 这 个 原理 ,可 以 引伸 出 许多 不 同 的 表达 方式 ,其 中 一 种 提 法 为 正 反 应 方向 最 可 能 产生 的 过 
渡 态 也 是 逆反 应 最 可 能 生成 的 过 渡 态 。 或 者 说 正 反 应 沿 着 某 一 最 可 能 的 途径 进行 反应 ,那么 逆反 
应 最 可 能 的 途径 是 它 的 逆转 。 

Breslow 和 Wernick FPR AK BE A 催化 多 肽 水 解 机 制 的 研究 可 作为 这 个 原理 应 用 的 一 个 实例 。 
其 他 工作 者 曾 报道 羧 肽 酶 A 催化 同位 素 标记 的 水 中 的 氧 挫 信 N- 苯 甲 酰 甘 氨 酸 的 末端 羧基 中 ,在 
任何 多 肽 水 解 中 ,水 必须 挫 人 到 产物 羧 酸 中 。 如 果 反 应 是 经 过 酰基 酶 中 间 物 而 进行 ,那么 酶 将 能 在 
无 任何 自由 胺 的 存在 下 催化 末端 羧基 与 溶剂 水 之 间 的 氧 原 子 交 换 。 其 反应 如 下 : 

(1) RC(O)NHR’ + EXH 一 二 RCCO)XE+ H, NR’ 

(2) RC(O)XE + H,O° ==RC(0)0* H+ EXH 

如 果 需 要 胺 ,那么 交换 就 不 能 证 实 酰 基 酶 的 存在 ,因为 肽 键 的 合成 也 可 从 羧 酸 中 移 去 氧 原 子 ， 
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随后 的 水 解 可 把 溶剂 中 的 同位 素 引 入 ,反应 如 下 : 
RC(O)OH+ H,0° —>RC(0)0* H+ H,0 
或 RC(0)OH + NH,R’—>RC(0) NHR’ + H,0 
然后 RC(O)NHR' + H,0° —~RC(0)0* H+NH,R 
Breshow 和 Wemick iE 4A , RA 44B4EH (comtaminating) A ZEB EM , 'O AM AKBA N =- 苯 甲 


酰 甘氨酸 的 羧基 , 当 无 氨基 酸 存 在 时 ,不 出 现 动力 学 上 应 有 的 速度 进入 羧基 的 交换 。 因 此 ,只 有 通 
过 完全 水 解 和 它 的 完全 逆转 ,交换 才能 发 生 。 


3.2 酶 催化 的 专 一 性 与 高 效 性 


3.2.1 过 渡 态 和 活化 能 


化 学 反应 能 量 曲线 显示 从 反应 物 到 产物 必须 克服 的 能 障 (AC)[ 图 3-5(a)]。 能 荷 的 最 高 点 为 
反应 的 过 湾 态 ,这 是 一 个 原子 排列 极 不 稳定 的 状态 一 化 学 键 不 断 地 合成 和 断裂 ,这 一 状态 目前 还 无 
法 用 实验 检测 。 活 化 能 指 的 是 分 子 间 进 行 反应 时 必须 取得 的 最 低 限度 的 能 量 。 由 过 渡 态 反应 理论 
可 推导 出 速度 常数 (大 ) 和 活化 自由 能 (AC) 之 间 的 关系 方程 : 


AT -ac* ier 四 全 ro 人 。eas” /R 
式 中 大 Boltzman 常数 ; 
h Plank 常数 ; 
7 一 一 绝对 温度 ; 
R 一 一 气体 常数 ; 


AH #l AS— 8 16%8 AE bh 

先 要 阐明 过 渡 态 和 中 间 物 是 两 个 不 同 的 概念 ,现在 我 们 经 常 混用 。 中 间 物 较 过 渡 态 稳定 ,甚至 
可 以 分 离 纯化 和 测定 ,半衰期 大 于 10“s。 有 中 间 物 存在 的 反应 图 谱 如 图 3- 5(b) 所 示 ， 该 反应 具 
有 两 个 过 渡 态 ,第 一 个 用 于 形成 中 间 物 ,第 二 个 用 于 转化 成 产物 。 由 于 中 间 物 形成 产物 或 返回 底 物 
需要 的 能 量 较 小 ,因此 它 处 于 亚 稳 态 结构 。 一 些 非常 不 稳定 的 中 间 物 与 过 渡 态 图 谱 非 常 相 似 。 要 
加 快 反 应 速度 ,必须 降低 (AC) 值 。 酶 作为 催化 剂 的 作用 就 是 与 底 物 形成 一 种 或 多 种 中 间 物 来 降低 
(AC)。 一 般 催化 剂 不 改变 自由 能 变化 的 大 小 (图 3-S$a 中 AC), 所 以 反应 物 和 产物 之 间 平 衡 点 不 
变 ,只 是 加 快 了 达到 平衡 的 速度 。 化 学 反应 的 限 速 步骤 是 SP 过 程 中 活化 能 最 高 的 一 步 即 图 3 -5 
(b) 中 了 + S->ES it. 


自由 能 
自由 能 


反应 进程 
(b) 


图 3-5 反应 能 量 曲线 
(a) 非 催化 反应 ( 实 线 ) ,催化 反应 (虚线 ), 有 中 间 物 形成 的 催化 反应 (点 线 ) 
(b) BHE ANZ E+ S 一 二 ES-~E+P 的 能 量 曲线 
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3.2.2 酶 和 底 物 的 结合 作用 


ES 复合 物 中 底 物 在 酶 的 活性 中 心 的 定位 极 大 地 增加 了 酶 促 反 应 速度 ,ES 转化 为 ES* 所 需要 
的 能 量 低 于 非 酶 反应 中 S 转变 为 S* 所 需要 的 能 量 ( 图 3- 6)。 所 以 底 物 和 酶 必须 弱 结合 ,否则 ES 
一 ES « 所 需要 的 能 量 几乎 相当 于 SS*x 所 需 的 能 量 (图 3- 6 虚线 )。 


非 酶 触 反应 酶 触 反应 
s* 


自由 能 


反应 进程 


图 3-6 底 物 与 酶 结合 的 能 量 曲线 


换言之 , 酶 和 底 物 过 强 的 结合 力 使 酶 催化 活性 大 大 降低 。 酶 与 底 物 有 两 种 结合 方式 : 酶 与 基 
态 底 物 的 结合 ; 酶 与 过 渡 态 底 物 的 结合 。 一 个 所 谓 进化 完全 的 酶 必须 具备 与 基态 底 物 弱 结 合 而 与 
过 渡 态 底 物 强 结合 的 性 质 。 只 有 当 底 物 处 于 过 渡 态 时 , 酶 的 活性 部 位 与 其 形状 完全 匹配 ,相互 作用 
力 达 到 最 强 ,ES * 才能 稳定 ,反应 活化 能 大 大 降低 (参见 图 3 - 6)。 甚 至 某 些 酶 学 家 认为 过 渡 态 的 
稳定 化 作用 是 酶 加 速 反应 的 基本 因素 ,过渡 态 类似 物 是 酶 蛋白 的 强 抑制 剂 和 抗体 酶 的 出 现 也 证 明 
了 这 一 观点 。 进 化 压力 使 玉 。 值 ( 酶 和 底 物 的 解 离 常数 ) 达 到 优化 : 低 的 天, (Ef ES 能 够 形成 但 又 
不 太 稳 定 , 使 其 容易 转变 为 ESx 。 


3.2.3 邻近 和 定向 效应 


当 一 个 反应 发 生 时 ,其 反应 物 分子 之 间 并 不 是 相互 靠近 以 后 在 任何 方向 上 都 可 以 发 生 反应 , 必 
须 有 一 定 的 空间 定向 关系 。 相 互 反 应 的 原子 沿 一 轨道 接近 时 ,偏离 最 佳 方向 哪怕 小 于 10" 也 会 明显 
降低 反应 活性 。 如 咪 唑 和 对 硝 基 葵 乙酸 酯 反应 : 


O 


CC 
(0) 8 kl Grey NO> 


N t-PA ZA 
ray 

a 

fh 

1 
cre + “O NO» 

lees 对 - 硝 基 苯酚 
N- 乙 酸 咪唑 化 合 物 


图 3-7 N- 乙 酰 咪 唑 化 合 物 
产物 为 黄色 的 对 - 硝 基 葵 酚 盐 离子 ,因而 反应 过 程 很 容易 检测 : 
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al P= NO:#0" [ENOLAAC] = k'[P=NO,$AC] 
aH ¢—H—_h; 
im—— PM 5 
1 一 一 准 一 级 速度 常数 。 
当 [im] = 1mol/L AY, k' =0.0018s~'. 
对 于 分 子 内 反应 (图 3-8) 


0 
| 


O 

I 
C—O—¢NO2 上 号 
Ney ies = + -~O—— ¢ NO2 
\\ NH \ NH 


图 3-8 分 子 内 反应 
一 级 速度 常数 k, = 0.043s', Bl k, = 24 语 ,也 就 是 说 lmolE 咪唑 催化 剂 共 价 结合 在 反应 物 上 ,其 
效应 相当 于 自由 溶液 中 的 24 倍 。 

让 我 们 通过 一 个 粗略 的 计算 来 证 实 一 下 反应 基 团 的 定向 效应 。 根 据 Daniel Koshland’ s 处 理 原 
则 , 作 以 下 几 个 假定 : 

(1) 反应 物 的 功能 基 团 大 小 类 同 水 分 子 。 

(2) 溶液 中 每 一 个 反应 物 周 围 具有 12 个 最 靠近 的 分 子 , 大 小 相同 ,好 似 一 个 球体 。 

(3) 只 有 当 反应 物 相互 接触 才 可 能 发 生化 学 反应 。 

(4) 溶液 中 反应 物 浓度 非常 低 , 以 致 任何 反应 物 分 子 与 一 个 以 上 其 他 反应 物 分 子 同时 接触 的 
机 会 可 以 忽略 不 计 。 


对 于 反应 : 
A + a ene B 
遵守 二 级 速度 方程 : 
»- HA-BI - 5, [AB] = [A,B 
[A,B] uF A 和 了 接触 的 浓度 ,其 量 可 以 计算 : 
[A,Bly = 35556 


由 于 A 和 了 B 接 触 有 12 种 方式 ,一 个 B 分 子 与 一 个 A 分 子 靠近 的 机 会 是 LA]/XS5.SmolL( 自 由 水 中 
[H,O] =55.5mol/L) ,将 上 两 式 结合 起 来 : 


v= k,(22?) (A, Bly =4.64,[A,Bly 


因此 如 果 不 考 虑 其 他 效果 ,这 一 模型 推测 对 于 分 子 内 的 反应 : 


ky =4.6 太 ,反应 速度 提高 的 倍数 很 小 。 很 明显 除了 邻近 效应 外 ,其 他 增加 反应 速度 的 因素 都 应 该 
考虑 。 反 应 物 之 间 相 对 移动 和 适当 定向 也 可 使 反应 速度 大 为 增加 。Thoms Bruice 观察 发 现 分 子 内 
部 移动 极 大 地 影响 分 子 内 反应 速度 。 对 于 一 个 双 分 子 反 应 , 当 酶 使 两 个 底 物 分 子安 置 在 一 起 时 ,不 
仅 增加 了 邻近 效应 , 且 降低 了 相对 平移 和 旋转 运动 (降低 业 值 )。 表 3 - 1 显示 速度 增加 十 分 显著 。 
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表 3-1 不 同 移动 的 自由 度 的 酯 形成 酬 的 相对 速度 比较 


O 
I / 
R,—C—O B R,—C 
er 
J 


O No 
反应 物 相对 速度 常数 
CH; COO ¢Br 
+ 1.0 
CH;COO™ 


ei 1X10? 
COO~ 


COO ¢Br 
q ? ~2.2X10° 
COO™ 


注 :箭头 表示 旋转 的 自由 度 
3.2.4 底 物 的 形变 和 酶 的 诱导 契合 模型 


当 底 物 与 酶 专 一 性 的 结合 以 后 很 可 能 发 生 形 变 、 扭 曲 , 使 其 几何 和 静电 结构 更 接近 于 过 渡 态 ， 
降低 了 反应 的 活化 自由 能 ,使 反应 速度 大 为 增加 。 如 由 于 应 力 的 作用 , 环 状 磷酸 脂 水 解 速度 比 开 环 
的 磷酸 脂 高 10 倍 (图 3 - 9)。 有 很 多 证 据 表明 有 应 力 的 环 状 化 合 物 比 应 力 较 小 的 环 状 化 合 物 或 直 
链 的 化 合 物 水 解 速度 快 得 多 。 


-SS ari 
Le IN: of — 


| 
CH; i CH.— CH, 
相对 水 解 速度 (a)1 (b) 三 10” 


图 3-9 磷酸 脂 结构 

(b) 比 \a) 水 解 速度 快 ,其 应 力 可 通过 水 解释 放 
要 想得到 解释 酶 催化 反应 的 证 据 相 当 困 难 , 曾 经 推测 寡 聚 糖 底 物 与 溶菌 酶 结合 时 ,进入 酶 分 子 
活性 部 位 的 葡萄 糖 环 会 变形 ,几何 形状 接近 于 假定 的 过 渡 态 (含有 碳 正 离子 ) ,以 增加 反应 速度 (图 
3- 10)。 另 一 例子 是 利用 溶菌 酶 的 抑制 剂 : N -乙酰 葡萄 糖 胺 三 糖 进行 研究 。X -射线 证 实 被 作用 
键 邻 近 的 糖 环 变 成 有 应 力 的 ,平板 式 构 型 ,而 其 他 糖 环 都 处 于 无 应 力 的 椅 式 构象 。 此 外 ,二 羟 丙 酮 

磷酸 与 丙 糖 磷酸 异 构 酶 结合 时 ,红外 光谱 发 现 底 物 分子 发 生 了 形变 。 
也 有 人 认为 应 力 是 为 了 稳定 反应 的 过 渡 态 而 产生 的 ,并 不 是 使 底 物 分 子 本 身 不 稳定 。 换 言 之 ， 
与 正常 的 底 物 构 型 比较 , 酶 与 过 渡 态 底 物 结合 更 合适 。 因 此 ,在 几何 和 静电 结构 上 类 似 于 过 渡 态 的 


C-1 
葡萄 糖 环 的 椅 式 构 稳定 的 碳 正 离子 的 半 椅 式 
none ania 构象 中 C -1 呈 四 面体 型 


图 3-10 形成 碳 正 离子 时 葡萄 糖 环 的 形变 

化 合 物 较 一 般 底 物 与 酶 分 子 结合 更 紧密 。 

koshland 提出 的 诱导 契合 (induced-fit) 理 论 预测 “自由 酶 "分 子 活性 部 位 的 催化 基 团 并 不 是 精确 
位 于 自己 位 置 上 尽力 发 挥 其 催化 功能 , 酶 与 底 物 分 子 的 结合 力 将 迫使 酶 分 子 处 于 更 有 催化 活性 的 
构象 。 专 一 性 较 差 的 底 物 的 抑制 剂 ( 底 物 类 似 物 ) 与 酶 活性 部 位 结合 ,但 它们 不 具备 诱导 酶 发 生 适 
合 的 构象 变化 的 结构 特征 。 这 一 理论 还 可 说 明 底 物 的 专 一 性 在 高 浓度 下 比 低 浓度 更 为 重要 。 已 糖 
激酶 就 是 一 个 可 用 诱导 契合 理论 解释 的 一 个 酶 。 该 酶 催化 ATP 上 的 磷酸 基 团 转移 到 G-6- OH 分 
子 上 ,还 可 以 转移 到 水 分 子 上 , 即 LO 为 底 物 时 , 仍 具 有 ATP 酶 活力 ,但 水 中 反应 速度 与 G 为 磷酸 
受 体 相 比 只 有 $/10'。 速 度 计 算 的 差 值 相 当 于 AC* 相 差 29.3kJ。 因 此 ,认为 水 分 子 缺 乏 诱导 酶 变形 ， 
的 化 学 侧 链 基 团 ,而 和 葡萄糖 具 有 诱导 形变 的 结构 ,与 酶 形成 更 有 反应 活性 的 复合 物 。 

显而易见 ,诱导 契合 和 应 力 理论 可 合 二 为 一 , 即 酶 和 底 物 形成 复合 物 时 都 会 发 生 形变 ,并 且 在 
相当 高 的 底 物 浓度 下 反应 速度 大 大 增加 。 还 有 些 人 提出 了 另 一 种 理论 ,认为 自由 酶 是 具有 应 力 的 
分 子 ,与 底 物 结合 时 ,应 力 即 释放 。 


3.2.5 微 环 境 的 影响 


溶剂 的 性 质 对 有 机 反应 速度 影响 很 大 。 如 : 二 甲 基 硫 氧 和 二 甲 基 甲 酰胺 等 溶剂 ,不 能 溶 合 负 
离子 ,特别 适合 于 亲 核 取代 反应 。 例 如 ,下 列 反应 在 二 甲 基 硫 氧 中 比 在 水 中 快 12 000 倍 : 
N; 


N; 5 = | ge ss 


NO, NO, 

X YB Bi tH FE AN BE AT I HE ES Ft ABE YES a BY PEA — ER 
eB iL, FP i SPER EY) AE TT EET — TSA KAA AB RH 
境 , 而 且 在 活性 中 心 有 一 解 离 的 带 负 电荷 的 Asp - 52 侧 链 。 有 助 于 稳定 反应 过 渡 态 的 碳 正 离子 ( 参 
见 图 3- 10)。 计 算 表 明 低 介 电 常 数 介质 中 静电 稳定 作用 很 强 , 这 就 是 反应 速度 较 非 酶 催化 高 3 x 
10° 倍 的 原因 。 许 多 其 他 酶 促 反 应 也 表明 ,由 于 特殊 的 微 环 境 , 在 一 个 溶液 中 可 以 同时 存在 高 浓度 
的 酸 和 高 浓度 的 碱 ,使 氨基 酸 侧 链 基 团 的 pK 偏离 正常 值 ,以 在 反应 中 起 酸 或 碱 的 作用 。 

综 上 所 述 ,我 们 定性 的 讨论 了 增加 酶 促 反 应 速度 的 各 种 因素 ,但 离开 定量 的 理解 .认识 还 有 一 
段 差 距 。 我 们 还 不 知道 各 种 因素 对 提高 酶 活性 贡献 到 底 有 多 大 。 人 们 现在 正 朝 这 一 方向 努力 。 近 
年 来 研究 表明 :典型 的 酶 催化 反应 中 酶 碱 催化 和 共 价 催化 分 别 可 加 速 反应 10 ~ 100 们 ;邻近 、 定 向 
效应 和 过 渡 态 的 稳定 化 作用 分 别 可 加 速 反应 10 1000 FEAL A 


3.3 BEAST PERE ie AG PE AS IBS Be 


酶 是 生物 体内 起 催化 作用 的 蛋白 质 。 酶 的 三 维 空间 结构 与 其 催化 活性 和 调节 作用 紧密 相关 。 
在 酶 蛋白 分 子 中 与 底 物 结合 并 起 催化 作用 的 区 域 , 称 为 酶 的 活性 部 位 。 活 性 部 位 通常 由 酶 分 子 中 
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的 残 基 侧 链 活性 基 团 及 辅 基 构成 ,一 般 们 于 酶 分 子 的 止 糟 或 两 结构 域 (或 两 为 ) 的 结合 处 。 

酶 蛋白 的 独特 三 维 空间 结构 赋予 酶 催化 反应 的 高 效 性 和 专 一 性 ,同时 又 具有 可 调节 性 。 据 
Koshland 提出 的 诱导 契合 (induced - fit) 学 说 , 酶 蛋白 与 底 物 结合 并 不 是 底 物 与 活性 部 位 的 密切 互补 
匹配 ,而 是 在 底 物 诱导 下 酶 分 子 发 生 一 定 程 度 的 构象 变化 , 酶 与 底 物 发 生 互补 攀 合 。 至 今 , 人 们 已 
逐渐 接受 了 和 蛋白 质 ( 酶 ) 分 子 并 非 完全 刚性 的 观点 ,认为 局 部 区 域 具 有 一 定 的 可 运动 性 或 称 为 柔性 
(flexibility) 

事实 上 ,构成 蛋白 质 的 二 级 结构 单位 ,如 a -螺旋 、8 BA STAT IE, ET aE 
蛋白 质 空间 结构 的 基础 。 而 且 , 蛋 白质 中 还 含有 一 定量 的 环 (loop) 结 构 和 无 规 卷曲 (random coil)。 
由 环 和 无 规 卷曲 构成 的 局 部 区 域 相 结 比较 柔性 。 某 些 较 长 的 氨基 酸 侧 链 ,如 Lys 也 有 一 定 的 柔性 ， 
能 不 断 进行 分 子 内 运动 。 因 此 ,从 结构 学 和 动态 学 (dynamics) 角 度 分 析 , 可 以 认为 重 白 质 ( 酶 ) 分 子 
具有 刚 柔 相 间 的 空间 结构 。 


3.3.1 酶 的 活性 来 失 和 整体 构象 变化 的 关系 


变性 剂 ( 盐 酸 股 、 尿 素 ` 温 度 和 pH 等 ) 的 作用 ,会 破坏 酶 蛋白 的 次 级 作用 力 ,导致 酶 结构 的 松 
散 ,此 过 程 称 为 去 折 又 (unfolding); 同 时 酶 的 活性 也 随 之 丧失 , 称 为 变性 (denaturation)。 以 前 曾 认为 
酶 在 去 折 登 过 程 中 ,活性 的 丧失 与 酶 整体 结构 的 去 折 县 过 程 存在 平行 关系 , 即 构象 变化 与 酶 的 失 活 
同时 发 生 。 但 是 , 越 来 越 多 的 实验 证 据 表明 ,在 平衡 态 去 折 琶 过 程 中 ,使 酶 活性 丧失 的 变性 剂 浓度 
往往 比 酶 蛋白 整体 构象 变化 所 需 的 变性 剂 浓度 低 ( 图 3- 11)。 


百分比 (%) 


0. 0 0. 4 0.8 i572 
SE RBNLYK Bmo0l/L 


图 3-11 金黄 色 葡 萄 球菌 核酸 酶 在 盐酸 股 作 用 下 的 活性 丧失 和 构象 变化 
1. 酶 的 活性 丧失 ( 方 点 ,DNA 水解 活性 ) ,cu =0.3mol GdmCl/L; 


2. 酶 的 二 级 结构 变化 ( 圆 点 , 远 紫 外 CD, [O]o cn = 0.8mol gdmCV/L 

如 图 3=- 11 所 示 , 金 黄色 葡萄 球菌 核酸 酶 在 0.6molL 的 盐酸 肌 时 活性 几乎 丧失 ,可 在 此 浓度 时 
酶 蛋白 的 二 级 结构 ( 圆 二 色 性 检测 ) 没 有 明显 变化 。 它 们 的 c。 值 (变化 曲线 中 点 的 盐酸 肛 浓 度 ) 分 
别 为 0.3moyL 和 0.8mol/L, 两 条 曲线 存在 较 大 的 位 移 。 用 紫外 差 ESE LE i HE A SY 
象 测 试 手段 也 得 到 类 似 的 结果 。 即 在 变性 剂 作用 下 , 酶 蛋白 去 折 乔 过 程 中 , 酶 活性 的 丧失 先 于 整体 
构象 变化 。 其 它 酶 ,如 肌 酸 激酶 .核糖 核 酸 酶 A` 胰 凝 乳 蛋白 酶 .血管 紧张 素 转换 酶 .甘油 醛 - 3 - 磷 
酸 脱 氢 酶 和 乳酸 脱氧 酶 的 实验 结果 也 同样 支持 上 述 观 点 。 

根据 不 可 逆 抑 制 动 力学 的 理论 和 方法 ,用 停 流 仪 研究 变性 剂 作用 下 的 酶 活性 丧失 和 构象 变化 ， 
其 拟 一 级 反应 速率 见 表 3- 2。 从 表 中 可 以 看 出 , 酶 失 活 速度 往往 比 构象 变化 (去 折 重 ) 速 率 大 1 000 
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倍 , 即 酶 的 失 活 速度 远大 于 可 观测 到 的 构象 变化 速率 。 
表 3-2 一 些 酶 在 盐酸 股 作 用 下 失 活 与 构象 变化 速率 常数 的 比较 


EE RAM BE Fel a 8 拟 一 级 失 活 速率 常数 
(mol/L) TEE ( % ) CRIB) 失 活 ( 慢 相 ) 


DECLis eae 


甘油 醛 - 3 -磷酸 脱 氢 酶 
REALE AM 

核糖 核酸 酶 A 
血管 紧张 素 转换 酶 


3.3.2 酶 活性 部 位 的 柔性 


基于 上 述 实验 观察 结果 和 对 活性 部 位 的 奖 光 探 针 选择 性 标记 荧光 研究 ,我 国 科学 家 邹 承 鲁 首 
次 提出 酶 活性 部 位 柔性 的 假说 。 该 学 说 观点 不 断 地 被 国际 学 术 界 同行 所 接受 。 

天 然 状态 的 酶 具有 完整 的 三 维 空间 结构 ,其 中 活性 部 位 跟 其 它 结构 部 位 相 比 ,具有 较 大 的 柔 
性 ,也 就 是 说 酶 活性 部 位 基 团 的 运动 性 较 大 。 因 此 , 当 低 浓度 性 剂 作 用 时 , 酶 分 子 整体 刚性 部 分 构 
象 保持 完整 ,而 较 柔 性 的 活性 部 位 的 局 部 结构 已 发 生 明 显 变化 ,如 活性 基 团 的 相互 靠近 和 立体 取向 
受到 破坏 ,导致 酶 活性 的 丧失 。 

酶 活性 部 位 的 柔性 是 酶 充分 表现 其 活性 所 必需 的 。 首 先是 满足 底 物 结合 诱导 的 构象 调整 ( 诱 
PIE ) ,再 是 酶 的 活性 基 团 在 活性 部 位 必须 具有 一 定 的 空间 取向 , 以 保持 一 个 适应 催化 反应 的 空 
间 微 环境 。 还 有 , 残 基 侧 链 活性 基 团 的 运动 更 有 利于 催化 的 高 效 性 。 另 外 ,一 个 比较 重要 的 因素 是 
某 些 酶 的 活性 是 可 调节 的 , 它 的 催化 效率 和 底 物 专 一 性 受到 其 它 因 素 的 调节 ,如 守 聚 酶 的 组 装 和 解 
BE JED) 产物 激活 剂 和 抑制 剂 等 的 作用 对 酶 活性 的 影响 。 这 就 要 求 酶 的 活性 部 位 保持 一 定 的 柔 
性 ,其 局 部 环境 受到 这 些 调 节 物 或 别 构 剂 的 影响 而 发 生 细微 的 构象 变化 ,从 而 调节 酶 的 活性 和 底 物 
oe: 

QAR AA HC CHT YE Td EY EB i, , VN ps BS BE YR BES BE EF AE 5 | ee BY 4 Se BE 
活性 丧失 ,但 同时 也 使 天 然 酶 的 活性 降低 。 某 些 酶 如 果 进 行 特定 氨基 酸 位 点 的 突变 ,虽然 酶 的 稳定 
性 增 大 ,但 还 是 使 天 然 酶 的 活性 降低 。 再 是 ,一 些 酶 在 低 浓 度 的 股 或 尿素 作用 下 由 于 增 大 了 其 局 部 
区 域 的 柔性 ,反而 使 酶 的 活性 有 所 提高 。 这 些 事实 都 证 明 酶 活性 部 位 条 性 对 于 酶 的 催化 活性 和 调 
节 的 重要 性 。 

当然 , 酶 的 柔性 和 刚性 是 局 部 的 ,也 是 相对 的 。 对 于 局 部 柔性 部 位 的 维持 必须 有 刚性 部 分 来 支 
撑 。 酶 分 子 既 要 保持 相对 稳定 的 整体 结构 ,又 必须 要 有 相对 柔性 的 微 环境 状态 。 正 是 这 种 刚 柔 相 
济 的 独特 酶 分 子 结构 ,是 酶 的 催化 作用 保持 高 效 性 和 可 调 性 的 结构 基础 。 


3.3.3 酶 活性 部 位 柔性 和 整体 结构 刚性 的 实例 


金黄 色 葡 萄 球菌 核酸 酶 为 149 个 残 基 组 成 的 核酸 水 解 酶 。 其 空间 结构 为 c + 8 型 两 结构 域 的 
折 笃 类 型 ,分别 由 三 束 c -螺旋 和 五 条 8- 折 友 链 及 两 个 反 转 角 (83 - 86 位 ,94 - 97) 组 成 (图 3-12)。 

该 酶 为 c + 8 型 蛋白 ,三 束 o -螺旋 构成 c 结构 域 ,五 条 8- 折 笃 链 构成 8 结构 域 。 两 结构 域 之 间 
的 止 槽 构成 活性 部 位 ,其 中 含有 环 、 转 角 及 无 规 卷曲 结构 单元 .中间 的 圆 点 表示 该 酶 活性 部 位 所 结 
AW Ca. 

此 外 ,该 酶 还 在 B, 与 a, (35 - 54), a, 与 (106 - 121) 间 含 有 两 段 环 结构 。a HREM HBA 
构 域 之 间 的 止 槽 构成 该 酶 的 活性 区 域 . 相 应 地 ,构成 活性 部 位 的 残 基 处 于 相对 柔性 的 转角 和 环 的 局 
部 区 域内 ,如 Arg35, Lys49, Lys84, Arg87,Tyrl15. FARK NMR 研究 该 酶 主 链 骨 架 和 侧 链 的 动态 过 程 
(dynamics) ,检测 到 该 酶 的 N - 端 、C - 端 及 位 于 活性 部 位 的 环 区 域 (如 35 - 54 位 的 Lys48, Glu52， 
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图 3-12 金黄 色 和 葡萄 球菌 核酸 酶 的 三 维 空间 结构 


Lys53) 肽 链 的 运动 性 较 大 ;另外 , 某 些 内 埋 的 侧 链 也 具有 相当 程度 的 分 子 内 部 运动 。 从 酶 蛋白 的 品 
体 结构 分 析 , wx ,8 两 刚性 结构 域 和 活性 部 位 的 动态 学 验证 了 图 一 中 关于 该 酶 活性 丧失 先 于 结构 整 
体 变化 和 活性 部 位 相对 和 柔性 的 观点 。 

生物 体 中 的 酶 多 种 多 样 ,分 别 催化 不 同 的 生化 反应 。 酶 的 形态 和 作用 方式 也 变化 多 端 , 有 单 体 
酶 和 守 聚 酶 之 分 ,有 水 溶性 酶 和 膜 酶 等 。 尽 管 这样 , 从 目前 所 详细 研究 的 几 十 种 酶 的 情形 来 看 , 酶 
的 活性 部 位 都 存在 一 定 程度 的 柔性 。 这 是 酶 蛋白 结构 和 催化 模式 中 一 个 较 基本 的 概念 。 或 许 是 酶 
蛋白 为 了 适应 高 效 性 和 可 调 性 的 特点 而 不 断 进 化 和 选择 的 结果 。 当 然 , 与 其 它 假说 一 样 , 酶 活性 部 
位 的 假说 也 需要 进一步 的 拓展 和 完善 。 


3.4 辅 因 于 在 酶 促 反 应 中 的 作用 


3.4.1 金属 激活 酶 和 金属 酶 


已 知 所 有 酶 中 大 约 有 三 分 之 一 以 上 的 酶 ,需要 有 金属 原子 存在 ,才能 充分 表现 其 催化 活性 。 金 
属 离子 能 以 多 种 方式 参与 酶 的 催化 作用 : 
(1) 可 接受 或 供出 电子 ,激活 亲 电 剂 或 亲 核 剂 ,即使 在 中 性 溶液 中 也 能 进行 ; 
(2) 金属 离子 本 身 就 可 作为 亲 电 剂 或 亲 核 剂 ; 
(3) FYFE RCA AAA ,以 防止 不 需要 的 副 反 应 产生 ; 
(4) 通过 配 位 键 ,将 酶 和 底 物 组 合 在 一 起 ,在 此 过 程 中 ,可 能 引起 底 物 分 子 变 形 ; 
(5) 可 保持 反应 基 团 处 于 所 需 的 三 维 取向 ; 
(6) 可 使 酶 稳定 于 催化 活性 构象 。 
金属 酶 和 金属 激活 酶 两 者 之 间 并 不 能 作出 明确 的 区 分 ,金属 酶 是 指 与 金属 原子 结合 较为 紧密 ， 
在 酶 纯化 过 程 中 ,金属 原子 仍 被 保留 ;金属 激活 酶 是 指 金属 原子 结合 不 很 紧密 ,纯化 的 酶 需 加 入 金 
属 离子 ,才能 被 激活 。 
1970 年 Mildvan 指出 :在 酶 (E) ,金属 离子 (M) ,和 底 物 (S) 之 间 形 成 三 元 络 合 物 , 可 有 以 下 几 种 
形式 : 
(1) 酶 桥 络 合 物 M—E—S; 
(2) 底 物 桥 络 合 物 E—S—M; 
M 
(3) 金属 桥 络 合 物 下 一 M 一 S 或 K 
S 
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金属 酶 不 能 形成 底 物 桥 络 合 物 , 因 纯 化 的 酶 是 以 下 一 M 形式 存在 。 

研究 酶 分 子 中 金属 离子 的 作用 ,常用 核磁 共振 (NMR) ,电子 自 旋 共振 (ESR) 和 质子 张弛 率 
(PRR) 放 大 技术 。 

A 碱 金 属 阳离子 激活 (Na ,K* ) 

碱 金 属 阳离子 和 酶 以 弱 的 结合 形成 络 合 物 ,细胞 内 含量 最 多 的 天 * 能 激活 很 多 酶 ,特别 是 催化 
磷 酰 基 转 移 或 消去 反应 的 酶 。 看 来 , 玉 * 的 作用 基本 上 是 和 酶 失 活 形式 的 负电 荷 基 团 结合 ,从 而 引 
起 酶 分 子 构象 的 变化 ,使 之 变 为 更 有 活性 的 形式 。 在 某 些 情况 下  K* 也 能 促进 底 物 的 结合 。 

肌肉 丙酮 酸 激酶 是 四 聚 体 蛋 白 ,催化 下 列 反 应 : 

CH 一 C. C00- + H + ADP==CH,C - COO” + ATP 
OPO’; i 
磷酸 烯 醇 丙酮 酸 (PEP) 丙酮 酸 
它 需 要 碱 金属 阳离子 和 Mn (或 Mg ) ,这 些 离子 都 结合 在 酶 的 活性 部 位 ,各 种 研究 表明 PEP BPR 
SE AIAG LAY K* 结合, 因此 发 生 了 构象 改变 ,从 而 经 下 一 Mn 一 PEP 络 合 物 促进 反应 的 进行 。 

B 碱土 金属 阳离子 激活 (Ca ,Mg ) 

碱 士 金 属 阳离子 和 酶 的 结合 相对 的 要 强 些 。Ca* 和 Mg 能 形成 六 个 配 位 键 的 络 合 物 。 需 
Ca 激活 的 酶 主要 是 细胞 外 酶 , 例 :唾液 和 胰 YE YE, Ca’ 起 着 保持 酶 催化 活性 所 需 结 构 的 作 
用 。 各 种 需 Mg 激活 的 细胞 内 酶 ,在 体外 大 多 数 可 被 Me 代替 ,Mn 是 顺 磁 性 的 ,使 系统 就 更 容 
易 被 研究 。 

二 价 阳离子 能 形成 各 种 类 型 的 三 元 桥 络 合 物 。 大 部 分 激酶 形成 了 一 S 一 M 络 合 物 ,S 为 反应 
的 核 苷 酸 。 例 : 肌 酸 激酶 催化 : 

肌 酸 + MgATP 一 二 MgADP + 磷酸 肌 酸 + H* 

ATP 一 Mg 
真正 的 底 物 是 MgATP, 反 应 是 通过 形成 rd 络 合 物 而 进行 的 。1971 年 Cohn 及 其 同 工 


作者 指出 :二 价 阳 离子 结合 于 核 苷 酸 的 c -和 8 -磷酸 ,有 助 于 络 合 物 的 取向 ,以 及 从 8 -磷酸 吸取 电 
子 ,促进 焦 磷酸 键 断裂 。 
Me 
RRNA CE me RR on. Kae 
丙酮 酸 
以 丙酮 酸 或 磷酸 烯 醇 丙 酮 酸 作 为 底 物 的 许多 酶 ,都 可 发 现金 属 桥 络 合 物 的 形成 。 
烦 醇 酶 催化 : 5 - COO” + H,O=—HOCH, CH . CO00- 
® ® 
Be PR Ms BEA PR 2 -磷酸 甘油 酸 

烯 醇 酶 是 二 聚 体 酶 ,两 个 Mg 为 稳定 活性 二 聚 体 所 需 , 另 两 个 Mg 则 为 两 个 活性 部 位 结合 
物 所 需 。Nowak ，Midvan 等 在 1973 年 证 明 , 酶 结合 的 阳离子 可 能 与 水 结合 ,形成 配 位 羟基 ,能 攻击 
磷酸 烽 醇 丙酮 酸 (图 3- 13): 


c= 6003 


OPO? 
H H 3 
at: cael 
1 
1 
E—— Mg 


图 3-13 烯 醇 酶 的 作用 机 制 
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有 一 些 酶 ,如 大 肠 杆菌 谷 氨 酰 胺 合成 酶 ,具有 形成 酶 桥 络 合 物 的 机 制 ,推测 二 价 阳 离子 起 着 单 
纯 的 结构 作用 。 

C 过 渡 人 金属 阳离子 激活 (Cu,Zn,Mo,Fe,Co 阳离子 ) 

过 渡 金 属 离子 和 酶 的 结合 比 上 述 金 属 离子 强 很 多 , 常 形成 金属 酶 ;这 就 使 得 它们 在 酶 催化 中 的 
作用 较 易 研究 。 在 生物 体 中 这 些 金属 离子 含量 极 微 。 

极 微量 的 Mo 和 Fe 存在 于 氧化 氮 还 原 酶 (EC1.7.99.2) ,固氮 菌 的 活化 氮 络 合 物 中 ,Fe 是 血红 
蛋白 的 组 分 ; Co 存在 于 维生素 Bs 中 。 下 面 稍为 详细 地 讨论 Zn 金属 酶 的 例子 。 

PKA A 是 一 个 含 Za 的 蛋白 水 解 酶 ,可 以 水 解 蛋白 质 或 多 肽 的 C 末端 肽 键 。C ARS A Bit K 
性 氨基 酸 残 基 时 ,水 解 速度 较 快 。 牛 胰 羧 肽 酶 A 是 一 个 单 亚 基 酶 ,含有 一 个 Zn 原子 ,对 酶 的 催化 
活性 起 了 重要 作用 。X -射线 晶体 研究 和 和 氨基酸 顺 序 分 析 显 示 Zn 位 于 活性 中 心 ,与 Hs - 69、GClu- 
72、His - 196 和 H,O 以 配 位 键 结合 , 还 有 一 个 结合 C -末端 氨基 酸 侧 链 的 下 水 口袋 (图 3- 14) , 底 物 
AAR wn EAS Arg - 145 的 侧 链 之 间 发 生 静 电 相 互 作 用 。 


图 3- 14 X- 射 线 衍 射 显示 的 羧 肽 酶 A 三 维 结构 示意 图 


反应 时 , 肽 键 的 普 基 被 水 解 ,水 分 子 代 替 痰 基 氧 与 Zn "发生 作 用 。Zn 起 着 吸 电 子 的 功能 ,和 
RAE AYE FA ,使 电子 由 碳 原子 向 氧 原子 流动 ,以 利于 肽 键 的 水 解 。 这 一 酶 促 反应 涉及 到 广义 的 酸 碱 
催化 机 制 。X -衍射 显示 在 酶 一 底 物 复合 物 中 ,Tyr - 248 对 肽 键 氮 原 子 提 供 质 子 ,Glu - 270 的 羧基 
则 起 了 广义 碱 的 作用 , 亲 核 攻击 水 分 子 。 反 应 机 制 可 用 下 图 表示 (图 3- 15) :R' 为 C -末端 氨基 酸 便 
链 ,R' 代 表 肽 键 分 子 的 其 他 部 分 。 


/massns 
Glu270 oo: NA Py 


apg hogy CO ----NH= Argl45 
1 H 


Ho Tyr248 


1 
' 
Uys 
' 
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图 3-15 羧 肽 酶 A 的 作用 机 制 
X- 射 线 衍 射 还 显示 底 物 的 结合 导致 Arg - 145,Glu - 270, 尤 其 是 Tyr- 248 KA, WBE 
物 ,迫使 水 分 子 退出 活性 部 位 ,形成 一 疏水 环境 ,如 果 没 有 这 一 构象 改变 , 底 物 由 于 被 紧 紧 包围 而 无 
法 进入 这 一 位 置 。 
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3.4.2 辅酶 


辅酶 是 有 机 化 合 物 ,许多 酶 表现 催化 活性 时 需要 有 辅酶 的 参与 ,它们 往往 是 维生素 或 维生素 衍 
生物 。 有 时 ,在 没有 酶 存在 的 情况 下 ,它们 也 能 作为 催化 剂 。 但 没有 像 和 酶 结合 时 那样 有 效 。 

如 同 金属 离子 - 酶 键 合 情况 一 样 ,辅酶 - 酶 的 结合 也 有 紧密 的 、 玻 松 的 。 与 酶 紧密 结合 的 辅酶 称 
为 辅 基 ,它们 实际 上 形成 为 酶 活性 部 位 的 组 成 部 分 , 像 催 化 剂 一 样 ,作用 结果 ,不 发 生 净 的 变化 。 与 
酶 疏松 结合 的 辅酶 可 能 被 认为 是 辅 底 物 (co - substrates) ,因为 在 反应 开始 ,它们 常 与 其 他 底 物 一 起 
和 酶 蛋白 结合 ,在 反应 结束 以 改变 的 形式 被 释放 。 它 们 被 认为 辅酶 是 由 于 :(1) 它们 通常 在 其 他 底 
物 结合 之 前 ,就 已 结合 到 酶 分 子 上 ; (2) 在 许多 反应 中 ,它们 参与 了 反应 ;(3) 通过 细胞 内 存在 的 许 
多 酶 ,它们 可 重新 变换 为 原来 的 形式 。 

本 节 简 要 讨论 一 些 主要 的 辅酶 。 

A NAD* 42 NADP* 

NAD + #1 NADP + FH 2E4E 2 HA RB BR AT AE TTT a, ME HZ HR ES = FR ( NAD) B49 Ate BY 
和 还 原型 ,如 下 式 所 示 : 


H () H H 
ia, 
厂 3 
HC C—C am oe 
| CH HC CH 
BC ,| 
十 N 
ay | 
ie) R 
NAD* NADH 


R:-D- 核糖 -磷酸 -磷酸 -D- 核 糖 - 腺 味 叭 


NAD* 还原 为 NADH 每 分 子 需要 两 个 还 原 当 量 ;一 个 电子 (e- ) 和 一 个 氢 原 子 (H= HH +e- ) 加 
于 烟 酰 胺 的 吡啶 环 , 如 上 式 所 示 。 吡 啶 环 是 共 斩 的 , 正 电荷 可 以 离 域 , 使 环 的 几 个 部 位 易 受 亲 核 攻 
击 。 但 精确 的 反应 机 制 仍 未 摘 清 。 

烟 酰 胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 磷酸 (NADP* ) 除 了 结合 于 腺 味 叭 的 D -核糖 - 2 位置 磷酸 化 外 , 和 
NAD* 是 相同 的 ,这 并 不 影响 氧化 /还 原 性 质 ,但 NAD* 和 NADP* 对 不 同 的 酶 起 着 辅酶 作用 。 利 用 
NAD -的 酶 通常 具有 分 解 的 功能 ,产生 的 NADH 是 细胞 的 一 个 能 量 来 源 ; 合 成 酶 则 常 以 NADPH 作为 
辅酶 。 

上 述 名 称 和 缩写 系 由 IUB 所 推荐 ,NAD+* 也 可 称 为 二 磷酸 吡啶 核 苷 酸 (DPN* ) 或 辅酶 (CoI); 
NADP* 也 可 称 为 三 磷酸 吡啶 核 苷 酸 (TPN-* ) 或 辅酶 开 (CoI )。 

NAD* 和 NADP* 是 氧化 /还 原 反 应 的 辅酶 ,它们 和 酶 结合 疏松 ,在 反应 结束 以 后 改变 了 的 形式 
离开 酶 。 

马 肝 醇 脱 氧 酶 的 动力 学 机 制 是 Theorell-chance 机 制 , 此 酶 以 NAD* 作为 辅酶 ,催化 伯 醇 或 仲 醇 
氧化 。 值 得 注意 的 是 NAD’ 是 第 一 个 结合 的 底 物 ,NADH 是 最 后 离开 的 产物 。NADH 从 酶 解 离 是 整 
个 反应 的 限 速 步骤 ,这 是 NAD* 是 为 什么 被 认为 是 一 个 辅酶 而 不 是 简单 地 作为 一 个 底 物 的 理由 。 
马 肝 醇 脱 氢 酶 是 二 聚 体 蛋白 ,每 一 个 亚 基 有 一 个 NAD+ 的 结合 部 位 ,两 个 Ze 结合 部 位 ; 仅 一 个 
Zn 与 催化 作用 直接 有 关 ,从 X- 射 线 衍 射 研究 结果 , 1975 年 Branden 等 推测 三 元 络 合 物 可 能 如 图 3 
-16 所 示 。 
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Cys-174 


R’ Nf His-67 
Yi MOTT 1s in G | cys-46 
Thurs. ; 


3-16 三 元 络 合 物 
反应 机 制 可 能 为 : 


R’ 
NC = 0-..Zn™ 
” 


NAD+H—C—O-... Zn* = =NADH+ 
RZ 


R’ Re 
B FMN # FAD 
黄 素 核 苷 酸 由 核 黄 素 (Ve ) 衍 生 而 成 ,它们 在 氧化 /还 原 反 应 中 起 辅酶 作用 。 还 原 当量 由 黄 素 
笛 合 三 环 系统 运载 : 


1 人 
H H 
F mS : mx ik >: watt 
SN 
ow aed og aC ‘ye +2H aye - - ie 
I 
ee he Ne ee: Nee 7 
H | *_(H) H H 
R 
(FMN 或 FAD) (FMNH? 或 FADH> ) 
R, FMN -核糖 -磷酸 


FAD -核糖 -磷酸 -磷酸 - D -核糖 - 腺 嗓 叭 ; 

FMN 一 一 黄 素 单 核 苷 酸 ; 

FAD 一 一 黄 素 腺 嗓 叭 二 核 苷 酸 。 

FMN 和 FAD 是 结合 紧密 的 辅 基 , 蛋 白质- 黄 素 核 苷 酸 络 合 物 称 为 黄 素 蛋白 。 

由 于 黄 素 核 苷 酸 不 是 独立 存在 ,因此 黄 素 蛋 白 催化 的 反应 通常 是 将 还 原 当 量 从 一 个 供 体 经 黄 
素 转移 到 特定 的 外 部 受 体 。 

例 : 葡萄 糖 氧化 酶 催化 下 列 反 应 : 

D -葡萄 糖 + 0 ==D - 葡 糖 酸 - -内 酯 + H,0, 
此 酶 以 FAD 作为 辅 基 ,0, 作为 氨 受 体 ,1967 年 Bright 和 Gibson 指出 这 是 一 个 二 步 反 应 : 

E- FAD + D -葡萄 糖 一 E-FADH + D- 葡 糖 糖 - 8 -内 脂 

E- FADH, + 0, ——E - FAD + H,0, 
某 些 黄 素 蛋 白 其 黄 素 的 还 原 显 示 为 二 步 过 程 ,以 一 个 不 稳定 的 自由 基 半 本 作为 中 间 物 : 
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Lo +H 
FMN Re C = 一 =FMNH; 或 FADH， 


二 .或 FADH ) 

对 环 系统 能 离 域 的 未 配对 电子 已 由 ESR 研究 揭示 。 许 多 黄 素 蛋 白 也 是 金属 蛋白 ,金属 离子 的 
一 个 功能 可 能 是 稳定 这 个 半 柄 。 

以 黄 素 核 苷 酸 作为 辅酶 的 所 有 反应 并 不 是 通过 一 个 相同 的 机 制 而 进行 的 。NADH 脱 氢 酶 催化 
的 反应 显示 有 半 醒 形成 ,但 葡萄 糖 氧化 酶 催化 的 反应 就 不 是 这 样 。1973 年 Massey $48 tH, E - 
FADH 重新 氧化 是 通过 多 种 机 制 进行 的 。 在 以 分 子 氧 作为 受 体 的 情况 下 ,产物 可 能 是 HO, (氧化 
Bi) HO, 与 羟基 化 产物 ( 羟 化 酶 ) 或 超 氧 物 阴 离子 (0; ) 与 黄 素 半 醒 。 

C ADP 

ADP 作为 辅酶 参与 磷酸 转移 反应 。 应 注意 :在 这 类 转 磷 酸 反 应 中 伴随 有 高 能 焦 磷酸 键 的 生成 
与 分 解 。 本 小 节 讨 论 中 ,把 ATP 仅 看 作为 ADP 的 磷酸 化 形式 。 目 前 已 知 有 114 种 以 上 转 ( 未 取代 ) 
磷酸 基 的 酶 ,对 ADP 是 专 一 的 , 称 为 激酶 。 

激酶 (磷酸 转移 酶 ) 催 化 : 

X—P+ADP==X+ATP X—P: 供 体 底 物 

另 一 激酶 催化 : . 

Y+ATP=—Y—P+ ADP Y: 磷酸 受 体 
总 的 结果 是 两 个 激酶 以 ADP 为 辅酶 ,将 磷酸 基 从 X 转 移 到 Y, 这 与 NAD+* 在 两 个 脱 氢 酶 系统 作为 氧 
还 载体 是 完全 类 似 的 。 另 外 , 腺 苷 磷酸 同 烟 酰胺 核 苷 酸 相 似 , 和 酶 结合 疏松 ,可 被 认为 是 反应 的 畏 
酶 或 辅 底 物 。 

在 第 一 个 反应 中 ,如 X 一 P 键 也 是 高 能 的 ,反应 将 处 于 可 逆 平 衡 ,如 不 是 高 能 键 , ATP 将 使 X 磷 
酸化 。 

如 第 二 个 反应 不 是 激酶 而 是 由 合成 酶 催化 的 反应 , 则 : 

Y+Z+ATP=Y-Z+ADP+Pi 

Y 和 2Z 合 成 新 分 子 Y 一 2Z 的 能 量 来 自 X—P 的 分 解 ,ADP 在 此 反应 中 起 着 能 量 载体 的 作用 。 

D CoA.SH 

CoA 具有 下 列 结构 : 

HSCH, CH, NH -泛酸 - OPO; «PO; -核糖 -3- 了 -=- 腺 味 叭 

CoA: SH 和 羧 酸 形成 硫 酯 : 

RCOOH + HS: CoA ==R: COSCoA + 于 0 

这 些 硫 酯 在 生化 代谢 中 具有 重要 意义 ,因为 它们 可 被 亲 电 剂 进攻 (包括 其 他 酰基 - CoA 分 子 和 CO, ) 
形成 加 成 化 合 物 ,也 可 被 亲 核 剂 进攻 (包括 水 ) 取 代 - SCoA 基 : 


EK TPP 
硫 胺 素 焦 磷 酸 (TPP) 由 Vey , 硫 腕 素 衍生 而 成 : 


| 
| 
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H; 


FENG: ee = 

N 
a ay 
CHY ‘N 


BEML BE AA ia FPR — A Fi RF 


这 是 一 个 有 效 的 亲 核 剂 ,能 参与 共 价 催化 作用 ,特别 是 a - 酮 酸 脱羧 酶 oe — Al RS FE FEC. 
和 磷酸 酮 醇 酶 (phosphoketolase) 催 化 的 反应 。 

例 : 丙酮 酸 脱羧 酶 (酵母 和 某 些 其 他 微生物 ) 利 用 TPP 催化 丙酮 酸 产 生 乙 醛 。1957 年 Breslow 
提出 下 列 反 应 机 制 (图 3- 17): 


= CH» CH: CH» CH: 
R’- ag R’-N : ee oa “a > 
(TPP) = ie PJ ne 汪 Rg \ g as \ 
CH,C——CO2 ce co cic gc 了 
AMER CO OH OH OH 0-H 
上 
ons CH;CH + TPP 


图 3-17 丙酮 酸 脱羧 酶 的 作用 机 制 
实际 的 脱羧 步骤 是 由 于 噬 唑 环 吸取 电子 通过 亲 电 催化 而 被 促进 的 。 在 没有 酶 存在 的 情况 下 ,此 反 


应 也 能 进行 ,但 形成 的 乙 醛 趋 癌 于 与 a 络 合 物 反 应 产生 3 -羟基 丁 酮 - 2 作为 最 终 产 
CH, 


物 。1961 年 Juni 提出 酶 稳定 TPP- 乙 醛 络 合 物 防 止 缩 合 反应 发 生 的 方法 。 


CH; CHa 


> R" + R" 
iy PIS Ck YW) Rr ee 
一 一 上 
CH 一 C” Ane 
3 rn CH2C 一 S 
OH S 一 一 S 0 CH2), CONH-E 
CH2), CONH-E H 
结合 酶 的 硫 辛 酰胺 
~ 2HN APRS 
SH SH 
CH2CSCoA + ‘= = cnc 一 5 SH Crp 
II CH2),CONH-E ~ 一 -一 一 1 
re) CoASH re) CHe) , CONH-E 
乙酰 CoA 结合 酶 的 二 氧 硫 辛 酰胺 


图 3-18 TPP—C-—OH 络 合 物 的 形成 过 程 
CH, 
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丙酮 酸 脱 氢 酶 是 多 酶 复合 体 , 也 可 催化 丙酮 酸 脱 羧 ,但 它 利 用 第 二 个 辅酶 - 硫 辛 酸 , 引 入 一 个 氧 
化 步骤 ,还 以 CoA: SH 作为 第 三 个 辅酶 和 乙酰 - 硫 辛 酰胺 络 合 物 反应 ,生成 乙酰 - CoA 作为 最 终 产 


物 。 ane 络 合 物 形成 的 反应 过 程 如 图 3- 18 所 示 。 
CH, 


F 磷酸 吡 哆 醛 (PLP) 
PLP 由 Va( 吡 哆 醛 , 吡 哆 醇 或 吡 哆 胺 ) 衍 生 而 成 : 


CHO 
>~ QO, POH, C OH 
| CH, 
\ 


+ 


N 
H 


PLP 在 氨基 酸 代谢 中 起 重要 作用 ,包括 氨基 转移 酶 (转氨酶 ) ,脱羧 酶 和 消 旋 酶 催化 的 反应 。 大 
量 实验 证 明 ,在 这 些 反 应 中 都 有 和希 夫 碱 键 合 ( - N= CH - ) 形 成 ,这 与 PLP 醛 基 有 关 , 其 可 能 有 助 于 
硕 夫 碱 的 稳定 。 


H H 
| re lis Ps 
—cie 
= Se " ‘a 
N N 
Hc? “Hy HCA +H 
/ <«-- / 
*O.POH:C A 0 : O:POH.C. 4 0 
Xt | SN 


NN 
H 
图 3-19 和 希 夫 碱 键 合 ( - N= CN - ) 过 程 
共 斩 双 键 系统 将 吡啶 环 和 底 物 连接 , 带 正 电 荷 的 氮 原 子 趋向 于 从 氨基 酸 的 C” 吸取 电子 ,削弱 C* 和 
R,H 和 COO” 的 结合 ,这 个 亲 电 催化 的 结果 ,可 使 三 个 键 的 任 一 个 裂 开 形 成 负离子 ,又 被 巷 系统 
所 稳定 。 
a 氨基 酸 消 旋 酶 
氨基 酸 消 旋 酶 催化 单一 的 立体 异 构 体 形式 转变 为 D -和 工 - 立 体 异 构 体 消 旋 混合 物 。PLP 以 和 希 
夫 碱 键 合 于 酶 的 Lys MURA ,并 以 磷酸 负电 荷 和 酶 的 正 电荷 基 团 静 电 键 合 。 当 所 基 酸 底 物 和 酶 
结合 时 , 希 夫 碱 的 碳 原子 受到 底 物 w -氨基 的 亲 核 攻击 ,PLP 的 底 物 形成 新 的 希 夫 碱 键 合 , 在 这 个 络 
合 物 中 已 削弱 的 C- 耳 键 被 裂 开 (如 上 所 述 , 这 是 亲 电 催化 结果 ) 释 放 一 个 质子 ,整个 过 程 是 可 赣 
的 。 因 此 ,质子 可 加 于 络 合 物 ,重新 形成 游离 的 氨基 酸 。 质 子 起 始 的 丢失 导致 C" 不 对 称 性 的 丧失 ， 
所 以 ,重新 产生 的 氨基 酸 未 必 是 开始 时 存在 的 同样 立体 异 构 体 (图 3- 20)。 


图 3-20 消 旋 反 应 


Si ae 


Oi aS 


3 酶 的 作用 机 制 95 


b 氨基 酸 转移 酶 
从 希 夫 碱 形成 到 质子 丢失 的 各 个 反应 同上 ,产生 的 络 合 物 在 一 不 同 部 位 受到 * 攻击 ,再 经 水 
解 ,形成 磷酸 吡 哆 胺 同时 释放 酮 酸 ( 图 3- 21)。 


1 
io ia 一 CO: 
I 
(0; 
aes a Ns, oe i 2 
i i re) 
fa) 酶 酸 
Cre 
top -"0;P om CI 
icy CH; CH; 
pi (PMP) 
3-21 转移 反应 


从 一 个 不 同 的 酮 酸 对 磷酸 吡 哆 胺 攻击 开始 ,可 发 生 逆向 反应 ,形成 不 同 于 起 始 存在 的 氨基 酸 。 
这 一 类 型 反应 的 机 制 是 1960 年 Jenkins 等 从 天 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 的 研究 而 建立 的 。 二 步 反 应 可 表 
示 为 : 

L—Glu + 了 一 PLP= 一 酮 戊 二 酸 + E—PMP 
Oxa + E—PMP == L—Asp + E—PLP 

Oxa: 草 酰 乙酸 ( 丁 酮 二 酸 )。 

动力 学 研究 表明 反应 为 Png-Pong bi bi 机 制 ,这 与 上 述 化 学 机 制 是 一 致 的 。 

c 脱羧 酶 

前 面 几 步 反 应 与 上 述 相同 ,但 希 夫 碱 络 合 物 选 择 的 是 o RETA BART ,形成 的 络 合 经 水 
解 ,重新 形成 PPP 和 释放 产物 胺 (RCH NH, ) 。 


G 生物 素 
生物 素 和 硫 辛 酸 相 类 似 , 牢 固 地 结合 于 蛋白 质 的 一 个 赖 氨 酸 残 基 的 侧 链 氨基 (图 3- 22)。 
O 
Ping 
“dl >—{ CH»): CONH EA 
S 
图 3-22 生物 素 


蛋白 质 结合 的 生物 素 能 与 CO, 键 合 , 称 为 生物 素 羧基 载体 蛋白 (BCCP) , BCCP 在 羧 化 反应 中 起 重要 
作用 。 

大 肠 杆 菌 的 乙酰 - CoA 羧 化 酶 可 解 离 为 三 个 性 质 不 同 的 亚 基 。 

a BCCP。 

b 生物 素 羧 化 酶 ,催化 : 

ATP + HCO; + BCCP 一 二 BCCP- CO00- + ADP + Pi 
c 羧基 转移 酶 ,催化 : 
BCCP 一 CO00- + 乙酰 一 CoA == 两 二 酸 单 酰 一 CoA + BCCP 

BCCP 好 似 一 个 可 动 的 璧 ,从 生物 素 羧 化 酶 活性 部 位 将 一 CO; 转移 至 羧基 转移 酶 的 活性 部 位 。 化 
学 机 制 尚未 确定 ,可 能 涉及 下 列 步骤 (图 3- 23): 
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Mg”* ¥ 二 
ATP + HCO a Ga ra n. 2 O 
0 yA SMe ah 
ADP 和 
poe Ae NH 
J | i Oe P, 


o- 

CH»); CONH —& HJR CH»)sCONH 
S“ BCCP S 一 蛋白 质 
BCCP - CO» 
“Ong Ne Ba 
I i 
BCCP —c—o- + ais < se ”二 一 一 ~ CH: oo + BCCP' 
H #0 
乙酰 CoA 两 二 酰 CoA 


图 3-23 羧基 转移 作用 
再 四 所 叶酸 
Po at Et Bs (FH, ) 由 维生素 叶酸 衍生 而 成 (图 3- 24)。 


了 2N N N H CO2H 
oF | Bye H , As 
O 2/2 

Ny sie “98 10 1 | 


N CH2NH C—({NH-CH-CO-),OH 
ons} 
Al3-24 四 氢 叶 酸 
Ns 和 No 能 运载 一 碳 单位 转移 给 适当 的 受 体 。 


甲 酰 四 氢 叶 酸 合成 酶 催化 : 

ATP + 甲酸 + FH, 一 二 10 一 甲 酰 一 FH + ADP + Pi 
这 与 生物 素 羧 化 机 制 很 可 能 是 类 似 的 。10 - 甲 酰 - FH, 能 进一步 反应 形成 载 于 FH, 的 各 种 一 碳 基 
团 ( 图 3 r? 95) ° 


HON HoN 
二 
CHENR CHzNHR 


H—C=o OH OH HC =0 
~ ES 5, 10- 甲 川 - FH, 5 - 甲 酰 - FH, 
| +NADPH 
N H H2N N N H 
H +NADPH at | H 
H Ny H 
N CH2NR 中 CH2 NHR 
/ 
NH! OH CH3 
5,10- 亚 甲 = FH, 5- 甲 基 - FH, 


图 3-25 转 一 碳 基 反 应 
这 些 一 碳 单位 可 转移 给 一 个 受 体 。 例 如 ,经 氮 酸 转 羟 甲 基 酶 催化 : 
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CH OH 


aa | 
H, NCH, COOH + 5,10 -= 亚 甲 -= FH, = H,N CHCOOH + FH, 


Gly L-Ser 

PLP 也 参与 这 一 反应 ,Gly 以 希 夫 碱 和 PLP 键 合 ,从 C* 丢 失 一 个 质子 , 亚 甲 - FH, 以 适当 的 取向 供给 
一 碳 单位 ,使 反应 完成 。 

I 辅酶 B 

1956 年 Hodgkin [JAA 4 RE (A ) (FEE RB, ) 有 一 个 钴 离子 的 中 心 核 ,为 咕 啉 环 所 围绕 。 钴 离子 
以 一 个 共 价 键 ,三 个 配 位 键 和 咕 啉 环 的 四 个 氮 原 子 键 合 ,但 由 于 共振 ,四 个 键 几乎 是 相等 的 。Co 又 
与 环 下 二 甲苯 并 咪唑 连接 ,后 者 又 与 咕 啉 环 的 一 个 吡咯 组 分 相连 ,Co 的 第 六 个 配 位 部 位 在 体内 为 
OH 所 占有 。 在 这 个 天 然 存在 的 化 合 物 一 一 凑 钴 胺 中 Co 氧化 状态 为 +3, 但 由 于 和 各 种 基 团 相互 
作用 ,因此 仅 具 有 单个 正 电 荷 , 可 表示 为 Co( 亚 ) * (Al 3 - 26). 


OH 


bales 


FA 3-26 Ven 2Ata fa A 
维生素 Bo 通过 与 NADPH 有 关 的 还 原 系统 活化 ,可 得 到 其 辅酶 形式 : 
Co( II) * <>Co( I )—>Co( 1) 
Bua Bo, By, 
Co( 工 )(Bu.) 是 强力 亲 核 的 ,可 被 烷 化 。 在 腺 苷 转移 酶 作用 下 ,和 ATP 反应 形成 5’ BEER EE 
Bu ,也 称 为 5 脱氧 腺 苷 钴 胺 。 也 可 能 甲 基 化 形成 甲 基 钼 胺 (图 3- 27)。 


OH OH 
H H 
H H 
O 
CH: gaming as 
(a) (b) 


3-21 Bi 辅酶 简化 表示 
(a) 5'- 脱 氧 腺 苷 钴 胺 。(b) 甲 基 钴 胺 


5 -脱氧 腺 苷 销 胺 是 各 种 转移 反应 (通常 是 分 子 内 ) 的 辅酶 。 例 如 , 甲 基 丙 二 酸 单 酰 - CoA 变 位 
酶 (E.C.5.4.99.2) 催 化 :已 有 证 据 表 明 , 氧 原子 是 通过 辅酶 传递 的 。 
H 


| 
H, ed CO,H 


| CoAS. 7 ee 
: 0; SCoA 


H,; ir CO,H 


琥珀 酰 - CoA 甲 基 内 二 酸 单 酰 - CoA 
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甲 基 钼 胺 是 几 种 甲 基 转 移 反应 的 辅酶 。 
例 : 在 某 些 细菌 和 哺乳 动物 中 ,高 半 胱 氨 酸 转变 为 甲 硫 氮 酸 的 反应 : 
N H, NH, 
N, - 甲 基 - FH, + HSCH CH, 二 FH, + H,; CSCH, CHCOO- 
高 半 酰 氨 酸 甲 硫 氨 酸 
甲 基 是 通过 B, 的 钴 离子 转移 的 ,对 另 一 些 细菌 真菌 和 较 高 等 植物 ,这 反应 与 B 无 关 。 
5'- 脱 氧 腺 苷 钴 胺 和 甲 基 销 胺 的 详细 机 制 仍 不 知道 ,可 能 与 钵 的 氧化 状态 进一步 变化 有 关 。 


3.5 ” 酶 作用 机 制 的 研究 方法 


前 面 讨论 了 增加 反应 速度 的 理论 基础 ,下 面 介绍 一 些 揭示 酶 作用 机 制 的 主要 实验 方法 ,分 为 六 
大 类 :动力 学 研究 ;中 间 物 探测 ;X -射线 晶体 衍射 ;氨基酸 侧 链 化 学 修饰 ;定点 突变 ;和 蛋白 水 解 酶 作 
用 。 这 些 方 法 互 为 补充 ,并 应 得 到 一 致 的 结果 。 


3.5.1 动力 学 研究 


表 3-3 介 绍 了 几 种 动力 学 研究 方法 ,可 用 以 推测 酶 的 反应 机 制 ,分别 介绍 如 下 。 
表 3-3 酶 作用 机 制 的 动力 学 研究 


实验 方法 x 2 fa. 8 
改变 底 物 浓度 反应 络 合 物 顺序 ,区 别 的 机 制 
改变 底 物 结构 结合 部 位 和 催化 部 位 的 结构 特点 , 即 活性 部 位 图 解 
可 逆 抑 制 利用 竞争 性 抑制 剂 了 解 活性 部 位 
改变 pH 催化 部 位 氨基 酸 的 pK, 由 此 推测 催化 部 位 可 能 拥有 的 氨基 酸 
恒 态 前 动力 学 研究 检测 酶 中 间 络 合 物 和 基 元 反应 速度 常数 
A 改变 底 物 浓度 


稳 态 动力 学 研究 证 明了 单 底 物 反应 是 通过 一 个 或 更 多 个 酶 - 底 物 络 合 物 的 形成 和 分 解 进行 的 ， 
但 它 不 能 指出 络 合 物 出 现 的 顺序 。 以 双 底 物 反应 为 例 , 稳 态 动力 学 研究 可 以 区 别 三 元 络 合 物 和 酶 
取代 机 制 (有 序 双双 ,随机 双双 和 乒乓 双双 等 ) ,再 由 产物 抑制 , 底 物 结合 或 同位 素 交 换 实验 ,就 可 判 
断 三 元 结合 物 是 以 有 序 还 是 随机 方式 形成 的 。 

B 改变 底 物 结构 

酶 促 反应 速度 与 底 物 结构 相关 ,由 此 可 以 了 解 很 多 酶 活性 中 心 的 结构 ,如 胰 凝 乳 蛋白 酶 偏爱 的 
底 物 具有 芳香 基 或 大 的 疏水 基 团 (R) 的 氢 基 酸 ,弹性 蛋白 酶 所 喜欢 的 底 物 含有 小 的 下 水 基 团 (R) 氧 
基 酸 。 比 较 大 量 的 氨基 酸 衍生 物 水 解 速度 ,发 现 这 些 酶 的 底 物 结合 部 位 都 具备 一 定 的 特征 , 才 会 表 
现 出 如 上 各 自 的 专 一 性 行为 。 


° 水 解 位 点 
x— Na—Ca: —_C— Ne 


R 
沿 着 这 一 思路 继续 研究 下 去 ,可 以 得 到 活性 中 心 更 多 详细 的 图 谱 。 如 以 人 工 合成 的 多 肽 底 物 
研究 木瓜 蛋白 酶 的 专 一 性 ,发 现 酶 分 子 上 有 七 个 亚 部 位 ,其 中 $ SF LAA ARM. AK 
发 现 S ' 对 工 - 氮 基 酸 呈 立体 专 一 性 并 偏爱 亮 氨 酸 、 色 氢 酸 等 下 水 性 侧 链 , 酶 和 底 物 精确 的 相互 作用 
结构 解说 有 待 于 X -射线 衍射 法 的 证 实 , 现 已 推测 出 酶 分 子 上 可 能 的 亚 部 位 SS AS, (AI 3 - 
28)。 
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3-28 木瓜 蛋白 酶 活性 部 位 图 谱 中 的 亚 部 位 


C 使 用 底 物 类 似 物 

不 可 逆 抑 制剂 与 酶 结合 紧密 ,形成 稳定 的 复合 物 。 研 究 这 类 酶 的 抑制 现象 有 助 于 了 解 酶 活性 
中 心 的 结构 ,如 DFP( 二 异 丙 基 氟 磷酸 ) 与 胰 效 乳 蛋白 酶 及 其 他 丝氨酸 蛋白 酶 的 活性 中 心 Ser 结合 ， 
形成 稳定 的 复合 物 。 部 分 水 解 可 得 一 系列 片段 。 含 有 DFP 的 片段 可 能 就 是 活性 部 位 肽 链 的 一 级 
结构 。 实 验 显示 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 Ser 周围 的 氨基 酸 侧 链 为 一 Cly 一 Asp 一 Ser — Gly — Gly 一 Pro 一 。 
分 析 表 明 该 Ser 为 195 号 侧 链 , 胰 蛋 白 酶 中 也 发 现 了 同样 的 顺序 。 

如 果 抑 制剂 与 底 物 结构 类 似 , 效 果 更 佳 ,如 竞争 性 抑制 剂 与 底 物 竞争 酶 分 子 上 同一 1 
位 ,比较 底 物 与 抑制 剂 结构 ,可 以 了 解 酶 活性 部 位 最 基本 的 特征 。 

一 般 , 由 于 直接 研究 酶 - 底 物 复合 物 相 当 困 难 , 因 而 抑制 剂 在 酶 活性 部 位 研究 中 很 有 价值 。 

D 改变 pH 

前 已 论述 (6 章 ) ,溶液 pH 对 酶 活力 有 显著 影响 。pH 对 表现 米 氏 常数 (天 。 ) 的 影响 可 以 反映 酶 
- 底 物 复合 物 的 解 离 情 况 ,pH 对 了 '( 表 观 最 大 反应 速度 )/K。' 的 影响 反映 了 自由 酶 的 解 离 情 况 ,由 
此 可 以 了 解 与 酶 活性 有 关 的 氨基 酸 的 解 离 ,核糖 核酸 酶 活性 中 心 两 个 组 氨 酸 侧 链 就 是 用 这 种 方法 
判断 出 的 ,并 经 过 了 X -射线 研究 和 其 他 方法 证 实 。 

有 时 ,由 于 酶 环境 的 影响 ,会 使 酶 分 子 上 的 氨基 酸 侧 链 偏离 自由 氮 基 酸 的 pK。. 值 好 几 个 单位 ， 
需 用 其 他 手段 (如 溶剂 的 微 扰 , 侧 链 基 团 的 自由 烩 ) 校 正 , 故 下 结论 需 谦 慎 。 

EBAWAAF 

前 面 我 们 曾 讨论 过 恒 态 前 动力 学 可 用 于 检测 酶 - 底 物 络 合 物 的 形成 及 分 解 速度 ,与 恒 态 动力 学 
研究 比较 ,快速 反应 技术 要 求 酶 浓度 更 接近 于 底 物 浓 度 ,并 需 配备 特殊 仪器 装置 迅速 混合 反应 液 ， 
以 快速 检测 发 生 的 反应 , 马 肝 醇 脱氧 酶 的 快速 反应 技术 研究 就 是 一 个 很 好 的 例子 。 当 酶 与 饱和 底 
物 乙 醇 及 NAD* 迅速 混合 ,每 摩尔 酶 快速 释放 2 摩尔 NADH, 随 后 反应 进入 速度 较 低 的 恒 态 阶段 (图 
3- 29) ,测定 反应 早期 的 快速 释放 ,可 得 到 酶 反应 机 制 较为 详细 的 信息 。 以 荧光 检测 产物 .NADH， 
自由 的 NADH 与 酶 结合 的 NADH 很 容易 鉴别 。 结 果 发 现 快速 反应 产生 的 NADH 是 与 酶 结合 
NADH, 结 论 是 NADH 从 酶 分 子 上 释放 为 总 反应 的 限 速 步骤 (图 3- 30)。 


摩尔 NADH/ 摩 尔 酶 


0 30 60 
时 间 (ms) 


图 3-29 停 流 法 研究 马 肝 醇 说 氢 酶 (二 亚 基 ) 催 化 的 反应 


NADH， 乙 醛 


图 3- 30 荧光 检测 马 肝 醇 脱 氢 酶 反应 速度 
恒 态 前 动力 学 研究 其 他 成 功 的 例子 还 有 胰 凝 乳 蛋 白 酶 .乳酸 脱氧 酶 反应 机 制 等 (参见 3.6 节 )。 


3.5.2 “捕捉 “ 酶 - 底 物 复合 物 


酶 促 反 应 的 可 逆 性 质 使 得 直接 测定 底 物 的 结合 部 位 比较 困难 。 恒 态 动力 学 研究 发 现 很 多 酶 促 
反应 过 程 中 存在 酶 - 底 物 复合 物 ,但 要 捕捉 复合 物 并 鉴定 结合 部 位 并 不 一 定 成 功 , 这 是 由 于 分 离 过 
程 中 底 物 会 从 酶 分 子 上 解 离 。 如 果 能 通过 化 学 修饰 方法 将 复合 物 加 以 修饰 ;使 底 物 无 法 解 离 ,就 可 
以 鉴别 结合 部 位 了 。 例 如 : 果糖 二 楷 酸 醛 缩 酶 催化 下 列 反应 : 

BER — FEA Ae + 3 -磷酸 甘油 醛 一 一 果糖 1,6 -二 磷酸 

Horecker 及 其 同 工 发 现 用 硼 氢 化 钠 处 理 反 应 复合 物 ,可 得 到 无 活性 的 复合 物 ,将 这 一 复合 物 水 
解 ,得 到 « - N -磷酸 甘油 基 - 赖 氨 酸 ,证 明了 磷酸 二 凑 丙 酮 通常 与 酶 分 子 上 的 lys 的 e -氨基 以 希 夫 
碱 相连 : 


C=NH* a >cH—N H,— 

Fe 质子 
(不 稳定 ? 

酶 促 反 应 的 顺序 和 底 物 结合 部 位 鉴别 的 过 程 如 下 : 


CH:OH CH:OH 
i + 甘油 醛 -5-Pi 
E—NH,+0=C weer a SS a: 62 Pi 
CH2OPO;° CH 2O0OPO; 
酶 磷酸 二 羟 丙 酮 酶 - 底 物 复合 物 
2H (MAL) 
CH20OH CH2OH 
] | 
E—NHCH lys— NH+-CH 
] 
CH20OPO; CH 2OPO7 
非 活性 复合 物 <-N- 磷 酸 甘油 基 一 赖 胺 酸 


有 时 ,由 于 复合 物 的 分 解 速度 高 于 形成 速度 ,捕捉 复合 物 将 非常 困难 , 需 采 用 间接 的 实验 手段 
证 明 它 的 存在 。 还 可 采用 分 光 光 度 法 测定 中 间 物 的 存在 ,如 马 肝 醇 脱氧 酶 的 反应 。 


3.5.3 X- 射 线 晶体 衍射 法 


X -射线 晶体 衍射 去 可 对 酶 的 结构 提供 丰富 且 细 致 的 信息 。 显 然 , 为 了 准确 定位 酶 催化 过 程 中 
有 功能 的 氨基 酸 侧 链 ,首先 应 判明 酶 分 子 活性 部 位 才能 了 解 底 物 的 结合 模型 。 由 于 收集 衡 射 数据 
往往 需要 几 小 时 甚至 更 长 时 间 ,此 时 底 物 已 转化 为 产物 。 因 此 ,直接 研究 具有 催化 活性 的 酶 - 底 物 
络 合 物 结构 一 直到 不 久 以 前 才 成 为 可 能 。 以 酶 催化 的 反应 中 涉及 到 两 个 或 更 多 个 底 物 为 例 ,检测 
酶 与 其 中 一 个 底 物 形成 的 络 合 物 已 成 为 可 能 。 如 乳酸 脱氧 酶 (参见 7.3.2) ,采用 以 下 几 个 方法 可 
以 得 到 具有 催化 活性 络 合 物 结构 的 信息 。 

A 单 底 物 反应 平衡 趋向 一 端 

若 在 单 底 物 中 平衡 非常 趋向 于 一 端 ,就 有 可 能 检测 到 活性 络 合 物 。 如 在 磷酸 丙 糖 异 构 酶 催化 
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的 反应 中 ,可 观察 到 酶 -二 羟 丙 酮 磷酸 络 合 物 晶 体 : 
rege -甘油 醛 - 3 -磷酸 

B 酶 与 活性 较 弱 的 底 物 结 

如 果 酶 与 活 pinta 剂 结合 ,其 结合 方式 与 酶 - 底 物 一 致 ,但 只 能 形成 络 合 
物 而 不 会 发 生 反应 ,观察 酶 的 三 级 结构 ,如 胰 凝 乳 蛋 白 酶 (参见 7.3.1) 和 乳酸 脱氧 酶 ,就 可 判断 出 
正常 底 物 如 何 与 酶 结合 。 

C 不 稳定 络 合 物 在 低温 下 观察 

某 些 不 稳定 络 合 物 可 在 低温 下 观察 , 因 低温 下 络 合 物 的 分 解 速度 会 大 大 降低 ,但 需 采 用 防冻 溶 
剂 , 有 可 能 会 改变 反应 机 制 , 某 些 情况 下 采用 高 浓度 的 硫酸 锭 溶液 可 能 较为 合适 ,低温 酶 研究 已 有 
一 些 成 功 的 例子 。 如 核糖 核酸 酶 和 弹性 蛋白 酶 ,低温 技术 开拓 了 X- 射 线 衍 射 的 前 景 。 

X- 射 线 唱 体 衍 射 得 到 的 详细 资料 对 于 解释 其 他 实验 方法 得 到 的 结果 很 有 价值 。 除 了 定位 活 
性 中 心 和 提供 可 能 涉及 到 催化 过 程 的 侧 链 基因 人 性质 ,还 可 测定 伴随 着 底 物 结合 过 程 中 酶 结构 (或 构 
象 ) 的 变化 的 程度 。 


3.5.4 质谱 法 


质谱 (MS) 是 现代 科学 技术 中 最 有 效 的 物质 定性 手段 之 一 ,在 蛋白 质 的 分 析 中 , 肽 图 分 析 是 一 
个 常用 的 工具 , 先 用 专 一 性 的 酶 将 蛋白 质 降 解 为 一 系列 的 肽 ,再 经 典型 的 反 相 液 相 色谱 将 这 些 肽 进 
行 分 离 ,分 离 得 到 的 每 一 个 峰 可 用 Edman 降解 法 分 析 ,质谱 (MS) 由 于 能 分 析 特 定 的 肽 的 离子 碎片 ， 
因而 也 能 够 提供 此 类 结构 信息 。 质 谱 分 析 肽 的 基本 原理 : 肽 分 子 在 质谱 的 离子 化 室 中 受到 篆 出 后 
被 电离 ,所 生成 的 各 种 正 离子 碎片 在 高 压 电 场 中 加 速 , 经 过 磁场 时 被 偏转 ,其 偏转 的 轨道 半径 R 
为 : 


式 中 ”了 T 一 一 加 速 电压 ; 
五 一 一 磁场 强度 ; 
m— EBT as ; 


HE oP EF, Hs NC Hk Sy eh BE, AT DR AE SE AP i Fey EE (m/e ) BS FS PI EH RE, BS PR 
器 收集 ,经 过 信息 的 放大 处 理 , 记 录 成 条 状 的 质谱 图 ,与 标准 样品 的 质谱 图 对 照 ,就 可 得 到 未 知 样品 
的 结构 信息 。 现 在 有 了 质谱 与 质谱 的 联 用 (Tandem MS) 方 法 ,是 指 由 液 相 色谱 收集 到 的 肽 在 进入 第 

一 个 质谱 仪 后 ,被 电离 成 肽 的 离子 碎片 ,并 被 选择 性 地 进入 第 二 个 质谱 仪 ,在 第 二 个 质谱 仪 中 ,这 些 
被 选择 的 肽 的 离子 碎片 受到 进一步 麦 出 , 离 解 成 更 小 的 碎片 离子 ( 子 离子 ) ,并 由 第 二 个 质谱 仪 分 析 
得 到 其 组 成 。 肽 在 受到 麦 击 时 会 在 组 成 其 骨架 的 键 合 处 断裂 ,产生 的 碎片 离子 包含 了 由 第 一 个 质 
谱 仪 选择 得 到 的 一 系列 肽 的 组 成 信息 ,由 此 可 分 析 得 知 所 研究 的 蛋白 质 的 结构 。 质 谱 分 析 目 前 已 
经 成 为 酶 蛋白 结构 分 析 的 重要 手段 之 一 。 


3.5.55 氨基酸 侧 链 的 化 学 修饰 


化 学 修饰 法 研究 酶 的 机 制 的 原理 相当 简单 ,如果 与 酶 催化 中 心 有 关 的 氨基 酸 侧 链 被 修饰 , 酶 即 
失 活 。 假 如 能 建立 标准 结构 技术 使 修饰 的 侧 链 具 有 等 同性 ,分 离 并 序列 分 析 经 修饰 的 肽 ,就 可 判断 
哪 一 个 侧 链 与 酶 的 作用 机 制 有 关 。 

但 是 ,大 部 分 化 学 修饰 实验 操作 虽然 简单 ,由 于 修饰 试剂 缺乏 专 一 性 ,因而 解释 实验 的 结果 还 
需 十 分 谨慎 。 如 远离 活性 中 心 具有 反应 活性 的 侧 链 经 修饰 后 也 可 能 由 于 引起 酶 空间 构象 的 改变 而 
导致 酶 的 失 活 。 如 图 3- 31 中 , 酶 分 子 活性 部 位 以 外 的 基 团 X-, 经 化 学 修饰 导致 酶 分 子 构象 的 改 
变 ,引起 酶 的 失 活 。 
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活性 部 位 


图 3-31 酶 构象 的 变化 
这 两 种 情况 可 沦 试 在 过 量 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 存 在 下 进行 修饰 实验 而 加 以 区 别 ,如 果 酶 分 子 
上 的 侧 链 (R) 在 没有 底 物 或 竞争 性 抑制 存在 下 由 于 修饰 剂 处 理 而 失 活 : 
R ste R’ 


有 活性 酶 无 活性 酶 
但 是 ,在 饱和 底 物 或 抑制 剂 存在 下 经 同样 处 理 , 由 于 侧 链 不 再 接受 修饰 试剂 ,因而 可 避免 酶 因 修饰 
FRA: 


: : 
R eh R 8  R we R 
| 底 物 (或 竞争 | => 全 一 
性 试剂 ) 
有 活性 酶 酶 - 底 物 复 合 物 MORES ATER 


可 以 推测 这 一 氨基 酸 侧 链 R 位 于 酶 的 活性 中 心 ,有 时 ,它们 不 仅 可 以 保护 底 物 结合 部 位 (如 上 图 )， 
还 可 能 保护 邻近 的 催化 基 团 。 

要 判断 被 修饰 的 氨基 酸 是 否 位 于 催化 中 心 , 除 了 上 面谈 到 的 底 物 ( 或 竞争 性 抑制 剂 ) 保 护 实验 
外 ,还 应 注意 化 学 修饰 的 程度 和 酶 失 活 的 程度 必须 存在 化 学 计量 关系 , 即 一 摩尔 酶 与 一 摩尔 修饰 剂 
作用 引起 100% 失 活 。 

酶 的 化 学 修饰 实验 显示 了 His, Cys, Ser, Met. Tyr, Asp, Glu, lys 和 Trp 等 残 基 位 于 一 些 酶 的 活性 
中 心 。 

His 的 咪唑 基 对 酶 的 催化 活性 有 重要 贡献 ,这 是 由 于 其 pK, 值 处 于 大 多 数 酶 作用 的 pH 范围 
内 , 既 为 质子 受 体 又 可 是 质子 供 体 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 中 TPCK 就 是 因为 烷 化 了 His- 57 使 酶 不 可 逆 失 
活 ,而 在 过 量 竞争 性 抑制 剂 ( 葵 甲 酰胺 ) 存 在 下 可 解除 这 一 抑制 效果 ,显示 TPCK 可 能 作用 于 酶 的 活 
性 中 心 。 同 样 , 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 TLCK, 也 是 因为 烷 化 了 必需 基 团 His 才 使 酶 失 活 的 。 

用 碘 乙 酸 盐 (iodoacetate) 烷 化 溶菌 酶 中 His, 引 起 酶 完全 失 活 : 


Jn f Yar i 
E 一 CH 一 N NH+ICH:CO2—»E—CH,—N N 一 CH2COz+ HI 


酶 碘 乙 酸根 PR FA SB 
His — 119 和 His - 12 被 烷 化 ,但 两 者 不 会 在 同一 酶 分 子 上 被 烷 化 ,有 可 能 这 两 种 氨基 酸 在 活性 中 心 
靠 得 很 近 。 一 种 相似 的 烷 化 试剂 碘 乙 酰胺 却 不 能 使 酶 失 活 ,说 明 碘 乙 酸根 负电 荷 与 His 的 质子 供 
体形 式 形 成 了 静电 相互 作用 。 事 实 上 ,在 pH5.5 条 件 下 ,这 一 酸根 离子 不 与 His 作用 ,推测 His - 12 
及 His - 119 位 于 特殊 的 微 环 境 。 这 一 烷 化 过 程 可 在 过 量 磷酸 存在 下 被 解除 , 因 磷 酸根 结合 了 酶 的 
活性 中 心 。 

有 时 , 某 一 酶 由 于 其 特殊 的 微 环 境 ,使 某 一 氨基 酸 侧 链表 现 不 寻常 的 反应 活性 ,从 而 达到 专 一 
性 的 修饰 目的 。 如 胰 凝 乳 蛋 白 酶 用 二 异 丙 基 氟 磷酸 修饰 ,28 个 Ser 侧 链 中 只 有 Ser - 195 被 作用 ,X 
-射线 晶体 研究 也 发 现 了 这 个 超 反 应 活性 的 Ser - 195。 又 如 牛 肝 中 的 谷 氨 酸 脱 氢 酶 共有 30 个 Lys 
侧 链 ,2,4,6 -三 硝 基 茶 磺 酸 盐 只 作用 Lys - 126 侧 链 。 不 过 应 注意 不 是 所 有 活性 特异 的 氨基 酸 都 是 
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酶 活性 所 必需 的 基 团 ,如 木瓜 蛋白 酶 中 19 个 Tyr, 只 有 一 个 与 DFP 反应 ,但 修饰 后 并 不 改变 酶 的 活 
力 。 

非 专 一 性 的 化 学 修饰 研究 酶 的 活性 中 心 可 参见 酶 的 不 可 逆 机 制 动 力学 (2.3.2)。 

近年 来 ,定点 突变 方法 以 其 更 强 的 专 一 性 ` 选 择 性 和 可 控制 特性 很 大 程度 上 取代 了 化 学 修饰 方 
法 ,但 化 学 修饰 方法 体现 了 酶 活性 受 抑制 的 程度 与 酶 修饰 速 率 之 间 的 相关 性 ,可 以 快速 反映 酶 活性 
中 心 的 结构 信息 ,因而 在 研究 酶 作用 机 制 方面 仍 保留 其 不 可 取代 的 特殊 地 位 。 


3.5.6 定点 突变 


定点 突变 指 改变 酶 分 子 上 特定 位 置 的 残 基 , 观 察 酶 结构 和 功能 的 变化 ,从 而 了 解 该 位 点 的 侧 链 
基 团 在 酶 的 结构 和 功能 上 的 作用 。DNA BRA RRA TAY mk, DNA 分 子 的 重组 ,外 源 DNA 在 异 源 
系统 中 的 表达 使 得 研究 酶 分 子 结构 和 功能 之 间 的 关系 成 为 现实 ,现在 可 以 对 已 克隆 的 核 苷 酸 序列 
经 设计 后 进行 各 种 人 为 突变 。 定 点 突变 主要 包括 :缺失 插入 \ 移 位 和 置换 等 。 一 个 成 功 的 定点 突 
变 工 作 需 要 进行 三 方面 的 工作 。 首 先 ,对 分 离 纯化 酶 分 子 , 进 行 氨基 酸 序列 分 析 ,X -射线 晶体 衍 
射 、 核 磁 共 振 等 一 系列 分 析 ,获得 足够 多 的 结构 信息 。 然 后 是 对 获取 的 基 团 片断 进行 定点 突变 ,并 
进行 表达 。 最 后 ， cee “emis! Milita 功能 鉴定 。 典 型 的 定点 突变 操作 过 程 如 图 


ES 
HH 一 一 一 一 人 一 TS 含 缺 对 〈X) HERR 


密码 顺序 突变 载体 的 单 链 环 状 


‘DNA (ss-DNA) DNARAABIA 
Klenow} & 
DNA 连 接 酶 
转化 
细菌 寄主 
野生 型 DNA 突变 DNA 
筛选 突变 DNA 突变 蛋白 


图 3-32 定点 突变 的 典型 操作 过 程 


首先 将 一 基因 克隆 到 一 载体 上 ,如 Mi: 叭 菌 体 , 其 感染 性 的 单 链 DNA, 即 正 链 , 在 细菌 胞 内 酶 作 
用 下 ,转变 为 双 链 复制 型 DNA(RFDNA) ;然后 将 负 链 作为 模板 , 以 滚动 环 方式 复制 大 量 正 链 ,并 分 
泌 到 和 宿主 菌 外 而 不 产生 溶菌 ,这些 子 代 Ms 中 只 含有 目的 基因 的 一 条 链 ,因此 很 容易 制备 单 链 的 重 
AF (M3 iE) ,合成 一 段 诱 变 引物 ,该 引物 两 测序 列 与 目的 基因 诱 变 部 位 的 两 测序 列 互补 ,而 中 
间 是 预先 设计 好 的 突变 序列 ,将 诱 变 引物 与 Ms: 正 链 重组 分 子 杂 交 , 在 Klenow 片断 和 TDNA 连接 酶 
作用 下 合成 异 源 双 链 M: 分 子 , 转 化 E.coliF* 菌株 进行 扩 增 ,然后 用 杂交 技术 等 筛选 出 带 有 突变 位 
点 的 Ms 喉 菌 体 ,制备 突变 的 DNA 分 子 进 行 碱 基 序列 分 析 ,进一步 证 实 突变 的 可 靠 性 。 

由 于 体内 存在 修复 系统 会 切除 突变 的 碱 基 以 及 在 以 滚动 环 方式 复制 大 量 正 链 时 ,不 以 诱 变 的 
单 链 为 模板 ,因此 实际 的 突变 率 很 低 , 约 1% ~ 5% 左 右 鸣 菌 斑 含有 突变 基因 。 要 提高 突变 率 , 就 要 
设法 提高 M3 负 链 的 存活 率 。 这 里 我 们 介绍 几 种 可 以 增加 转化 细胞 中 的 突变 率 的 方法 。 

由 Zoller 和 Smith 提出 的 双 引 物 法 是 在 突变 引物 的 上 游 ,再 增加 一 个 保护 性 引物 ,可 以 避免 突 
ES | BES” 端 外 切 核 酸 酶 的 水 解 ,该 法 突变 率 接近 $0% 。 

dUMP 正 链 缺失 法 :在 dut- (dut 编码 的 dUTPase 缺失 ) ,ung- (ung 编码 的 尿 喀 啶 - N -糖苷 酶 缺 
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失 ) 的 下 .Coli 中 培养 Ma 重组 喉 菌 体 , 该 DNA 分 子 中 一 定量 的 T 被 U 取代, 以 此 正 链 为 模板 ,加 入 突 
变 引物 ,在 体外 合成 正常 的 互补 链 后 , 转 染 ung* 的 下 .Coli ,MsRF 中 带 有 TU 的 正 链 被 降解 , 带 有 突变 
位 点 的 负 链 被 大 量 繁殖 。 该 法 突变 率 超 过 70%。 

异 源 Ms 双 链 缺口 法 : 用 带 有 目的 的 基因 并 含有 琥珀 性 突变 (能 通读 琥珀 终止 子 ) 的 MsDNA 作 
为 正 链 ,与 不 含 目的 基因 的 野生 型 Ms 退火 ,形成 带 缺 口 的 异 源 Ms 双 链 分 子 ,再 与 突变 引物 退火 ， 
延长 , 转 染 野生 型 下 . Coli, 正 链 的 后 代 因 含有 琥珀 性 突变 ,不 能 在 野生 型 耻 . Coli 中 正常 繁殖 ,而 负 链 
的 后 代 能 大 量 扩 增 。 该 法 突变 率 达 到 70% 。 

硫 代 核 苷 酸 负 链 法 :在 突变 引物 和 正 链 退 火 后 ,用 一 种 硫 代 核 苷 酸 代 替 正 常 底 物 进行 DNA 合 
成 ,得 到 的 cccDNA 用 Nei I 5% Pvull 酶 解 ,这 些 核酸 酶 不 能 水 解 含 硫 的 核酸 分 子 , 所 以 只 有 正 链 被 切 
割 , 用 Exod 扩大 切口 ,切除 正 链 上 的 目的 基因 ,以 负 链 突变 基因 为 模板 修复 新 的 正 链 , 转 染 卫 .Co- 
li, RAE OWE. 

抗 性 筛选 法 :将 目的 基因 择 和 人 Amp’, Tet" 载体 
中 ,变性 后 与 突变 引物 , Amp’ 回复 突变 引物 , Tet Fl 
复 突变 引物 退火 ,用 T4DNA 聚合 酶 和 连接 酶 延伸 并 
连接 ,转化 合适 的 宿主 菌 并 分 别 用 抗 Amp 和 对 Tet 
敏感 的 培养 基 筛 选 突变 体 , 可 得 到 较 高 的 突变 率 ( 图 
3-33). 

近年 来 用 PCR 介 导 的 突变 技术 进行 定点 突变 研 目的 基因 
究 非常 有 效 。PCR 技术 采用 热 变性 使 DNA 双 链 分 
开 , 因 此 可 以 用 双 链 DNA 分 子 作为 模板 ,避免 了 用 1 \ 
单 链 DNA 分 子 作为 模板 需 进 行 分 离 纯化 的 过 程 。 一 Amps 
目前 以 建立 了 许多 以 PCR 为 基础 的 定点 突变 技术 ， —_ 

这 里 择 要 介绍 两 种 方法 。 突变 引物 (b) 变性 

PCR 法 产生 点 突变 :把 目的 基因 克隆 在 载体 上 ， 
用 限制 性 内 切 酶 在 突变 位 点 两 侧 将 质粒 切 开 , 使 之 
线性 化 ,设计 两 对 引物 ,突变 引物 1 和 突变 引物 2 之 
间 部 分 互补 , 非 突 变 引 物 3 和 非 突 变 引物 4 之 间 部 AMP's 
分 互补 ,这 样 得 到 的 PCR 产物 未 断 是 同 源 的 ,可 以 进 
行 碱 基 配 对 ,在 宿主 菌 中 线性 分 子 经 过 同 源 末 断 配 
对 , 即 可 得 到 突变 质粒 (图 3 - 34)。 一 般 来 说 , 同 源 
末 断 较 长 ,重组 率 较 高 。 

重 肆 延伸 突变 法 :设计 两 对 引物 ,突变 引物 c 和 
突变 引物 b 之 间 部 分 互补 ,a,d 为 非 突变 引物 ,分别 
在 引物 a,b 和 引物 ,d 作用 下 进行 PCR 反应 ,得 到 bane eae 人 
产物 AB 和 CD ,将 其 混和 ,可 得 到 上 游 链 AB 和 下 游 和 TEt 性 质 筛选 突变 体 
链 CD ABER EAT AMARA, ,延伸 后 即 
可 得 到 突变 体 ,在 引物 a,d 作用 下 继续 PCR 反应 , 扩 
增 所 需要 的 突变 体 (图 3- 35)。 

如 果 定 点 突变 难以 确定 原来 的 氨基 酸 突变 为 哪 
一 种 氨基 酸 更 合适 ,这 时 需 选 择 将 原来 的 氨基 酸 突 
变 为 各 种 序列 的 氨基 酸 的 套 式 突变 法 ,如 盒 式 突变 
(Cassette mutagenesis) : 用 限制 性 内 切 酶 移 去 插入 在 
Mi 或 质粒 的 目的 基因 中 和 欲 突变 的 一 小 段 DNA 片断 


图 3-33 抗 性 筛选 法 示意 图 
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(如 决定 一 段 重要 的 结构 域 ) , 插 人 一 段 人 工 合成 的 与 移 去 的 DNA 片断 具 有 相同 粘性 未 端的 寡 核 苷 
酸 片 断 ( 一 般 长 度 约 40 个 核 背 酸 左 右 ) ,这样 可 以 获得 一 系列 具有 各 种 突变 性 质 的 .Mi 或 质粒 (图 3 
-36)。 


引物 4 
(a) ae pie eas 
使 其 线性 化 。 突 变 引 物 
8 Side Coens 引物 3 和 4 互补 。 


er 


. (b) 两 种 酶 切 质粒 分 别 PCR, 得 到 
一 一 产物 


PCR 产 物 1 PCR 产 物 2 


(c) pe FS TEN Siglo coli 

ae a: 非 突变 引 

> lt 互补 ， 所 以 产物 1 和 产 
AAA 源 的 末端 。 


(d) 分 子 重组 后 得 到 突变 质粒 。 


图 3-34 PCR 定点 突变 示意 图 
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(a) 基因 的 两 个 片断 分 别 
进行 PCR 扩 增 。 
和 一 
突变 引物 b 引物 d 
AB en 
: b) 将 PCR 产 物 AB 、CD 混 
miata 4 © 2, St, IK, A 
ae : 到 AB 和 CD 杂交 分 子 。 
CD 
上 游 链 AB (c) 延伸 
5 rs 2 3 ‘ 
3 “一 -一 六 5 
下 游 链 CD 
引物 a | 
5 一 3 
gi * 一 一 -一 5 


(d) 在 引物 a, d 作 用 下 再 次 
PCR 


= 


引物 d 


| 


扩 增 突变 基因 


图 3-35 重 妥 延伸 定点 突变 法 示意 图 
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内 切 酶 切口 


带 有 原来 基因 的 质粒 
= (a) 用 内 切 酶 移 去 一 段 基 因 。 


| (b) 纯化 剩余 的 大 片断 。 


——————————— 


PZZZZZ2 
a (c) 插入 新 的 人 为 设计 的 片断 。 


| (d) 筛选 ， 得 到 突变 质粒 。 


带 有 新 基因 的 质粒 


图 3-36- 合式 突变 示意 图 
另 一 种 办 法 可 以 利用 下 .coli 琥珀 校正 子 tRNA 库 :每 个 宿主 菌 含有 一 种 琥珀 校正 子 tRNA 基因 ,这 
样 只 要 使 目的 基因 和 欲 突 变 的 位 点 突变 成 琥珀 终止 子 (UAGC) ,那么 ,一 系列 校正 子 tRNA (HE 
基 酸 ) 就 可 以 在 琥珀 密码 子 位 点 插 和 人 相应 的 氨基 酸 ,得 到 定向 突变 为 各 种 氨基 酸 的 突变 产物 。 


3.6 酶 反应 机 制 实例 


这 一 节 以 丝氨酸 蛋白 酶 (serine proteuses) 乳 酸 脱 氢 酶 (lactate dehydrogenase) 酷 氨 酰 - tRNA 合成 
酶 (tyrosyl - tRNA synthetase) 超 氧化 物 歧 化 酶 (superoxide，dismutase，SOD ) 为 例 ,说 明 各 种 酶 的 反应 机 
制 , 所 用 的 各 种 实验 方法 互 为 补充 ,并 应 得 到 相同 的 结果 , 才 可 能 描绘 出 合理 的 、 可 信 的 酶 反应 机 制 
图 谱 。 


3.6.1 丝氨酸 蛋白 酶 


丝氨酸 蛋白 酶 是 一 类 重要 的 蛋白 水 解 酶 , 胰 脏 分 沁 的 消化 酶 ,如 胰 和 蛋白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 、 弹 性 
蛋白 酶 及 血液 凝固 中 的 凝血 酶 都 属于 丝氨酸 蛋白 酶 的 家 族 ( 表 3 - 4)。 这 种 归 类 是 因为 这 些 酶 的 
催化 中 心 都 有 一 个 活性 特异 的 Ser 侧 链 ,四 十 多 年 通过 动力 学 ,化 学 和 物理 技术 的 广泛 研究 , 丝 氢 
酸 重 白 酶 与 其 他 酶 相 比 ,对 其 作用 机 制 了 解 得 最 为 透彻 。 下 面 主 要 介绍 三 种 酶 : 胰 凝 乳 蛋 白 酶 , 胰 
重 蝗 酶 和 弹性 和 蛋白酶 。 这 三 种 酶 都 以 酶 原形 式 在 胰 脏 的 腺 泡 中 产生 ,然后 在 小 肠 中 由 蛋白 水 解 酶 
激活 ,都 可 水 解 肽 链 中 的 酰胺 键 ,但 专 一 性 不 同 : 
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表 3-4 丝氨酸 蛋白 酶 举例 


aS 来 Ki 功 OE 
ee A 胰 脏 消化 蛋白 
胰 凝 乳 蛋白 酶 胰 脏 消化 蛋白 
弹性 蛋白 酶 胰 脏 消化 蛋白 
凝血 酶 AHEAD ILA 血液 凝固 
血 纤 维 蛋白 溶 酶 Aten La 血块 溶解 
补体 Ci 血清 免疫 应 答 中 的 细胞 溶 胞 作用 
激 肽 释放 酶 血 和 组 织 控制 血 流 
RHE AB 精子 顶点 穿 透 卵 细胞 
ARATE A Be 动物 细胞 细胞 蛋白 周转 
a ~ Lytic 蛋白 酶 Bacillus sorangium 
蛋白 酶 A 和 了 B Streptomyces grisews hore smc 
iF BR Bacillus subtilus 

- i 
Ne ee een 
T 
作用 位 点 


对 胰 和 蛋白酶 而 言 ,R。, 为 Arg. Lys 时 , 专 一 性 较 强 ; 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ,R。, 为 Phe,Tmp,Tyr 时 ,具有 
大 的 朴 水 基 团 水 解 速度 较 快 , 若 R，, 为 His, Met, Leu, Asn 时 ,作用 十 分 缓慢 ;弹性 蛋白 酶 则 要 求 
R。; 为 小 的 中 性 侧 链 , 如 Ala,Gly,Ser,Val。 这 三 种 酶 形成 了 强 有 力 的 消化 酶 系统 。 

3.6.1.1 动力 学 研究 

胰 凝 乳 蛋白 酶 在 体外 可 以 水 解 具有 了 酯 键 和 酰胺 键 的 小 分 子 化 合 物 ,但 专 一 性 较 低 。 这 一 特点 
在 生理 条 件 下 是 不 重要 的 ,但 在 体外 动力 学 机 制 研究 时 很 有 意义 。Brian 以 对 硝 基 葵 乙 酯 作为 胰 凝 
乳 和 蛋白酶 的 底 物 : 


0 0 
| kN | 
ct 一 c 一 o-《 ”> No， Se Se Sigs a we —<_S-no. 
7™ 


H.O 2H* 


反应 呈 两 相 进行 ( 见 图 3- 37). 


SEM (mM) 


时 间 (min) 


图 3-37 胰 凝 乳 蛋 白 的 快速 释放 
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(1)“ 快 速 释放 ” 相 (burst phase) 是 在 很 短 的 时 间 内 ,每 摩尔 酶 释放 出 等 摩尔 的 对 硝 基 酚 。 

(2) 稳定 相 (steady state phase) 是 反应 速度 降低 ,进入 线性 阶段 。 
这 种 现象 解释 为 整个 反应 分 两 个 过 程 : 1) 迅速 释放 对 硝 基 酚 , 酶 本 身 被 乙酰 化 ;2) 乙酰 化 酶 缓慢 
水 解 ,释放 乙酸 ( 见 图 3-38)。 


图 3-38 乙酰 化 酶 水 解 
3.6.1.2 中间 物 检测 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 催化 酯 的 水 解 分 酰 化 和 脱 酰 两 个 过 程 。 脱 酰 反应 与 溶液 的 pH 值 密切 相关 。 当 
pH 值 足够 低 时 , 脱 酰 反 应 十 分 缓慢 ,甚至 可 分 离 到 酰 化 酶 中 间 物 。 实 验 结果 显示 酰 化 反应 发 生 在 
Ser- 195 侧 链 上 。、》 
当 酶 水 解 酰胺 类 底 物 时 , 脱 酰 反 应 速度 远 高 于 乙酰 化 过 程 , 故 酰 化 酶 中 间 物 不 会 “堆积 ”, 即 不 
可 能 直接 收集 ,只 能 由 实验 间接 地 ”捕捉 ”(trapping)。 如 , 酶 促 水 解 过 程 中 加 入 高 浓度 的 丙 氨 酰胺 
或 羟 胺 类 亲 核 剂 与 水 分 子 竞争 酰 化 酶 : 
O (a) 
0 H,0 vE—CH,—OH + R—C& 
E—CH,—0—C—R ss 


NH, CHCONH, 0 
% E—CH,—OH + R 一 CA 
CH, NHCHCONH, (b) 


| 
CH, 


以 酯 为 底 物 时 ,可 直接 得 到 乙酰 酶 中 间 物 ,并 可 测 出 产物 (a)/(b) 的 比值 。 当 以 酰胺 为 底 物 时 ， 
加 入 相同 浓度 的 亲 核 试剂 ,可 观察 到 同样 的 (a)/(b) 的 比值 ,因此 推测 酰胺 水 解 过 程 中 也 存在 酰 化 
酶 中 间 物 。 

3.6.1.3 鉴定 必需 基 团 

为 了 鉴别 胰 凝 乳 蛋 白 酶 分 子 上 的 必需 基 团 , 曾 做 过 大 量 的 研究 工作 。 这 儿 只 介绍 一 些 经 X- 
射线 研究 证 实 有 功能 的 侧 链 修饰 实验 。 


A Ser- 195 

FA ERE (DFP BK DIPE) #EATIE TH: 
ae )2 ‘id CH; ) 
O O 


| 
E—Ser—CH, OH + a aes Pure Pe + HF 

CH(CH, )， CH(CH, ), 

DIPF DIP—E 
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酶 被 不 可 逆 失 活 ,除了 Ser- 195 外 , 酶 分 子 上 其 余 的 Ser 侧 链 都 未 参与 修饰 反应 。 

DIPF 修饰 酶 起 源 于 人 们 发 现 有 机 磁化 合 物 为 强 的 神经 毒剂 。DIPF 可 使 乙酰 胆 碱 酯 酶 失 活 , 乙 
酰 胆 碱 酯 酶 为 催化 胆 碱 水 解 的 丝氨酸 脂 酶 ,该 酶 失 活 将 阻碍 神经 冲动 。Ser 还 可 用 苯 甲 烷 碘 酰 氟 进 
行 修饰 。 


| 乙酰 胆 碱 
(CH, )a = CH,—_CH,— 0—C—G eae 0 十 本 (CH; )3N —CH,—CH,—OH 
乙酰 胆 碱 胆 碱 1 

0 
N 
+C-oGH, 

yA 

0 

B His - 57 | 


一 些 成 功 的 亲 和 标 记 实 验 ,证 明了 His - 57 与 酶 催化 活性 有 关 。 对 -甲苯 磺 酰 - 工 - 葵 两 氨 酰 氯 
甲 酮 (TPCK) 和 底 物 对 甲苯 磺 酰 - 工 - 葵 两 氨 酰 甲 酯 (TPME) 结 构 相 似 ( 见 图 3- 39)。TPCK 可 使 酶 失 
活 ,并 存在 着 化 学 计量 关系 ,修饰 部 位 为 Hs - 57( 见 图 3-40)。 但 TPCK 不 能 使 胰 蛋 白 酶 失 活 ,这 说 
明 两 种 酶 底 物 结合 口袋 不 同 。 相 反 ,对 -甲苯 磺 酰 - 工 - 赖 氨 酰 甲 酮 (TLCK) 可 使 胰 和 蛋白酶 失 活 ,但 不 
作用 于 胰 凝 乳 蛋 白 酶 。TLCK 与 胰 蛋 白 酶 的 底 物 对 -甲苯 磺 酰 - 工 - 赖 氨 酰 甲 酯 (TLME) 结 构 非 常 相 
似 ( 图 3- 39) ,这 两 种 试剂 在 蛋白 质 顺序 研究 中 应 用 较 多 ,如 制备 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 时 用 TLCK 处 理 酶 
以 防 有 胰 蛋 白 酶 污染 ,反之 亦 然 。 


CH, 


| O 
4 


0 
入 
ca > so 一 NH 一 CH 一 C 一 0 一 CH， TPME 


NH, 


| 
(CHz). 


| O 
VW 
ct > so 一 MH 一 | TLCK 


CH, 


| O 
入 
cu—<__ S—so,—NH— CH— C— CH; TLME 


图 3-39 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 底 物 与 亲 和 标 记 试 剂 结构 比较 
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| 
CH H C 
2 (> = CH。> 
/ CH: | N 
agen 
(A ; 
R by. 
His57 TPCK | 
Flee 


图 3-40 TPCK 与 胰 凝 乳 蛋白 酶 His - 57 的 反应 
G Te - 16 
化 学 修饰 实验 还 证 明了 胰 凝 乳 蛋白 酶 上 He-=16 的 wu -所 基 具 有 重要 的 功能 。 在 通常 情况 下 ， 
要 选择 性 地 修饰 这 一 氨基 十 分 困难 , 双 标 记 (double-labelling) 实 验 ( 见 图 3- 41) 可 以 解决 这 一 问题 。 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 首先 与 酸 栈 (Ac0O) 反 应 使 分 子 上 所 有 的 c -和 e -氨基 乙酰 化 ,然后 用 胰 和 蛋白 酶 作 
用 产生 完全 有 活性 的 $ - 胰 凝 乳 蛋白 酶 ,其 中 Ie=16 具 有 自由 的 氨基 ,再 与 怠 ICH REE, & 
现 酶 的 失 活 与 渗入 De- 16 的 a -氨基 的 同位 素 量 成 正比 ,证 明了 酶 活性 中 这 一 基 团 的 重要 性 。 


NH: AC,0 NHAc 
NH 一 | | CO:H 一 = AcNH xa |= con 
Lys “" Lys Ju 
乙酰 化 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 
= 
NHAc 
AcNH—CO:H + NH,—| | | 一 CO,H 
Lys 14 


乙酰 化 5 - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 


NHAc #AC,0 
* AcNH — | | | — CO,H 
Lys 


14 


图 3- 41， 双 标记 实验 中 胰 凝 乳 蛋白 酶 le - 16 基 团 o -氨基 的 乙酰 化 

D Asp - 102 

专 一 性 化 学 修饰 Asp 较为 困难 ,因而 采用 了 定点 突变 技术 直接 验证 该 侧 链 的 功能 ,将 Asp - 102 
换 成 Asn, 胰 蛋白 酶 突变 体 DiwN 动力 学 分 析 表 明 OK, 不 变 ,但 天 .为 天 然 酶 的 0.05% ,中 子 扩散 技 
术 和 X- 射 线 衍 射 法 研究 都 认为 Asp - 102 以 离子 化 形式 存在 ,而 不 是 从 咪唑 环 上 吸取 一 个 质子 成 
为 质子 化 的 形式 。 

3.6.1.4 X- 射 线 结 构 研 究 

牛 胰 凝 乳 蛋 白 酶 , 牛 胰 和 蛋白 酶 , 猪 弹性 和 蛋白酶 之 间 氮 基 酸 序列 表现 出 严格 的 同 源 性 ,大 约 40% 
的 一 级 结构 为 保守 结构 ,与 催化 功能 有 关 的 基 团 非常 相似 ,X -射线 研究 表明 三 者 之 间 的 三 维 结构 
也 高 度 相似 , 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 立体 结构 ( 见 图 3 - 42)。 分 子 形状 呈 栅 圆 形 ,最 长 处 距离 5.1nm。 三 
条 肽 链 由 5 个 二 硫 键 维系 , a -螺旋 结构 很 少 , 只 有 两 部 分 ,分 别 位 于 163 - 173 及 235 - 245 残 基 之 
间 ,大 部 分 为 反 平 行 的 8 HBA, EEE PE 27 一 112 及 133 一 230 残 基 之 间 。X -射线 研究 发 现 
在 猪 胰 凝 乳 和 蛋白酶 的 空间 结构 中 , 主要 也 是 由 反 平 行 的 8 - 折 释 片 和 少量 的 螺旋 结构 组 成 。 尤 其 
需 注 意 的 是 牛 胰 凝 乳 和 蛋白酶 中 一 些 荷 电 氮 基 酸 ,如 Asp - 102 Tle — 16, Asp - 194 深 埋 在 分 子 内 部 ,一 
般 非 极 性 氨基 酸 侧 链 往往 位 于 分 子 内 部 ,远离 水 分 子 , 而 极 性 氨基 酸 多 处 于 分 子 表 面 。 如 果 有 例 
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外 ,这 一 氨基 酸 必 有 其 特殊 作用 ,说 明 这 些 氨基 酸 侧 链 对 酶 的 活性 有 重要 贡献 。 


图 3-42 牛 a - 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 空间 结构 


虽然 这 三 种 酶 斑 格 同 源 ,但 它们 作用 底 物 的 专 一 性 不 同 , 这 与 它们 底 物 结合 部 位 的 差异 有 关 
(图 2 43). 


Ser — 189 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 


图 3-43 三 种 酶 底 物 结合 部 位 示意 图 


胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 结合 部 位 为 一 非 极 性 的 口袋 ,因而 喜欢 作用 具有 芳香 性 或 体积 较 大 的 疏水 性 侧 链 ; 
胰 和 蛋白 酶 结合 部 位 中 Asp - 189 替代 了 Ser- 189, 所 以 它 偏 爱 带 正 电 荷 侧 链 的 底 物 ;弹性 蛋白 酶 结合 
口袋 中 Val 和 Thr 分 别 代替 了 2 个 Gly, 其 他 部 分 与 胰 凝 乳 蛋 白 酶 相同 , 故 大 体积 的 底 物 分 子 难以 进 
和 口袋 , 偶 爱 作用 于 体积 较 小 的 玻 水 侧 链 ,其 专 一 性 较 宽 ,可 作用 Ala、Gly、Val 等 。 并 由 此 而 得 名 。 
相反 , 胰 凝 乳 重 白 酶 和 胰 和 蛋白 酶 因 结 合 部 位 不 能 很 好 地 固定 这 些小 的 氨基 酸 侧 链 ,因而 水 解 具有 这 
些 氨基 酸 残 基 的 肽 键 速度 很 慢 。 

胰 凝 乳 和 蛋白酶 、 胰 蛋白 酶 、 弹 性 蛋白 酶 氨基 酸 顺 序 和 空间 结构 的 相关 性 ,说 明 它 们 在 进化 上 有 
密切 关系 ,推测 可 能 来 自 共 同 的 祖先 。 通 过 基因 突 主 , 出 现 性 能 上 某 些 差异 而 发 生 趋 异 进化 , 另 两 
个 来 自 细 菌 的 丝氨酸 酶 可 以 进一步 说 明 丝 氨 酸 蛋白 酶 家 族 进 化 上 的 关系 。 Siropiomyces griseus A 
酶 A(SGPA) 是 具有 胰 凝 乳 蛋白 酶 专 一 性 的 (chymotryptic specibicity) 丝 氨 酸 和 蛋白酶 。X -射线 研究 表 
明 ,该 酶 与 胰 脏 的 丝氨酸 蛋白 酶 比较 ,保守 顺序 < 20% ,但 空间 结构 极其 相似 。 枯 草 杆 菌 和 蛋白酶 (最 
初 从 Bacillus sabtilus 分 离 得 到 ) 与 胰 凝 乳 蛋 白 酶 相 比 ,它们 的 一 级 结构 和 空间 结构 似乎 看 不 出 有 何 
联系 ,但 它们 活性 部 位 的 基 团 基本 相同 ,相应 的 三 级 结构 的 位 量 也 几乎 没有 区 别 ,但 活性 部 位 的 氢 
基 酸 残 基 的 顺序 则 大 不 相同 (图 3- 44) ,这 是 一 个 趋同 进化 的 典型 实例 。 
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胰 凝 乳 蛋 白 酶 


枯草 杆菌 蛋白 酶 


图 3-44 枯草 杆菌 蛋白 酶 ( 左 ) 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ( 右 ) 一 级 结构 中 活性 部 位 残 基 的 相对 位 置 示意 图 
Ser- 221,His- 64 和 Asp - 32 为 枯草 杆菌 蛋白 酶 的 催化 三 元 组 , 胰 凝 乳 蛋白 酶 上 的 Ser- 214 
Trp - 215 和 Gly - 216 及 枯草 杆菌 蛋白 酶 上 相应 的 氨基 酸 残 基 参 与 了 底 物 结合 作用 


此 外 ,血液 凝固 中 的 凝血 酶 也 是 丝氨酸 蛋白 酶 ,其 一 级 结构 与 三 级 结构 与 哺乳 动物 胰 脏 来 源 的 
酶 区 别 较 大 ,但 其 活性 部 位 的 结构 及 作用 机 制 却 非常 相似 。 上 述 的 实例 表明 ,丝氨酸 蛋白 酶 家 族 在 
进化 上 密切 相关 。 

3.6.1.5 作用 机 制 

丝氨酸 和 蛋白酶 的 同 源 性 表明 它们 具有 相同 的 催化 机 制 。 基 于 大 量 的 化 学 和 结构 资料 的 分 析 ， 
人 们 描绘 了 丝氨酸 蛋白 酶 的 催化 机 制 , 现 以 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 为 例 介 绍 如 下 。 

A 四 面体 中 间 物 形成 

胰 凝 乳 和 蛋白 酶 活性 中 心 的 氨基 酸 侧 链 如 图 3- 45 所 示 。 


图 3-45 胰 凝 乳 蛋 白 活 性 中 心 图 谱 ( 阴 影 部 分 ) 
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当 酶 与 底 物 结合 时 ,形成 米 氏 复合 物 (图 3-46)。 
Ser- 195 亲 核 攻击 普 基 形成 四 面体 中 间 物 ( 共 价 催化 ) 图 3- 47)。 
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图 3-46 米 氏 复合 物 的 形成 图 3-47 四 面体 中 间 物 
X -射线 分 析 认 为 Ser- 195 处 于 有 利 的 位 置 (邻近 和 定向 效应 ) ,是 一 个 有 效 的 亲 核 攻击 基 团 。His - 
57 吸收 释放 的 质子 ,起 一 广义 碱 的 作用 ,这 一 过 程 为 Asp - 102 加 强 。 极 化 的 Asp - 102 与 His - 57 
的 氨 发 生 静 电 相 互 作 用 (静电 催化 ) , 酶 的 催化 即 从 形成 短暂 的 四 面体 结构 开始 。 


B 形成 乙酰 化 酶 中 间 物 
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图 3-48 HO 的 替代 反应 
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四 面体 结构 在 His - 57N(3) 质 子供 体 作 用 下 ( 酸 碱 催 化 ) 分 解 ,形成 酰 化 酶 中 间 物 ,R'NH SA 
分 子 上 释放 并 由 溶剂 HO 替代 (图 3 - 48)。 这 一 过 程 极 不 稳定 ,但 人 们 还 是 分 离 得 到 了 弹性 蛋白 
酶 的 酰 化 酶 中 间 物 ( - 55% 条 件 下 ) ,并 进行 了 X -射线 结构 的 研究 。 

C 脱 酰 过 程 

脱 酰 反应 是 酰 化 反应 的 逆 过 程 ,释放 生产 物 羧 酸 , 酶 得 以 再 生 。 在 这 一 过 程 中 ,于 0 WRIA 
剂 ( 图 3-49)。 
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图 3-49 四 面体 中 间 物 存在 的 实验 依据 

3.6.1.6 作用 机 制 验证 

上 述 胰 凝 乳 蛋 白 酶 作用 模型 经 很 多 实验 证 明 是 合理 的 。 下 面 列举 一 些 成 功 的 实验 。 

A 四 面体 中 间 物 存在 的 实验 依据 

Robert Huber 对 胰 酶 和 牛 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (BPTIT) 复 合 物 的 X -射线 研究 结果 是 四 面体 中 间 物 存 
在 的 有 力 证 明 。BPTI 是 具有 58 个 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 , 与 胰 蛋 白 酶 结合 时 , 因 形 成 复杂 的 氢 键 网 
络 而 使 酶 失 活 ,这 个 复合 物 的 结合 常数 高 达 10° (mol/L) ,是 已 恬 的 蛋白 质 之 间 最 强 的 相互 作用 。 

BPTI 与 胰 酶 活性 中 心 结合 的 部 位 同 酶 与 底 物 结合 的 部 位 非常 相似 。BPTI 的 Lysl5* ( * 表示 
BPTI 的 氨基 酸 残 基 , 以 区 别 于 胰 酶 上 的 氨基 酸 残 基 ) 占 据 了 胰 酶 的 特异 性 口袋 ,Lys15” 和 Alal6 之 
间 的 肽 键 恰 好 处 在 底 物 肽 键 被 水 解 的 位 置 ( 见 图 3 - 50)。BPTI 胰 酶 活性 中 心 结 合 的 构象 再 次 证 明 
了 四 面体 中 间 物 的 存在 。 胰 酶 活性 中 心 Ser 一 195 的 侧 链 氧 与 被 水解" 肽 键 的 痰 基 碳 之 间距 离 
(0.26nm) 小 于 范 德 瓦 力 接触 距离 ,此 时 肽 键 呈 角 锥 状 形 变 。 由 于 活性 中 心 复合 物 本 身 的 刚性 及 结 
合 的 紧密 性 使 得 本 该 水 解 下 来 的 基 团 无 法 释放 ,同时 小 分 子 也 不 能 进入 反应 部 位 ,所 以 ,尽管 两 个 
原子 之 间 ( 图 3 - 50(b)) 有 协同 的 紧密 接触 ,蛋白 水 解 反 应 仍 不 能 完成 。 
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Ser195 H 
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Cig pa C， 
> page ag 7 
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lys15* 
图 3-50 肽 键 水 解 位 置 \ 
(a) 胰 酶 与 BPTI 复合 物 ) (b) 胰 酶 活性 中 心 Serl195 与 BPTI 被 “水 解 " 肽 键 结构 示意 图 


图 3-51 丝氨酸 蛋白 酶 中 的 过 渡 稳 定 作用 
(a) 米 氏 复合 物 中 ,被 水 解 肽 键 的 痰 基 碳 在 氧 阴 离子 洞 中 与 酶 结合 ,构象 发 生 形变 。 
(bo) 四 面体 中 间 物 中 ,被 水 解 肽 键 的 阁 基 氧 ( 氧 阴离子 ) 已 进入 氧 阴 离子 洞 ,通过 氢 键 与 Cly - 193 和 Ser- 195 的 NH 基 团 结 
合 , 随 后 构象 扭曲 ,使 被 水 解 肽 键 的 前 面 一 个 肽 键 的 NH 基 团 Gly - 193 形成 另 一 近似 氢 键 ,因而 丝氨酸 蛋白 酶 优先 与 四 面 
体 中 间 物 结合 


一 些 丝氨酸 蛋白 酶 与 抑制 剂 结合 的 复合 物 ,它们 的 结构 经 X- 射 线 仔细 研究 ,比较 ,使 人 们 搞 


Was 大 
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清 了 这 些 酶 作用 的 结构 基础 (图 3- 51)。 

(1) 随 着 四 面体 中 间 物 形成 而 生 的 构象 变化 导致 了 被 水 解 肽 键 的 普 基 氧 更 加 靠近 活性 中 心 部 
位 ,以 利于 占据 称 为 氧 阴离子 洞 的 (Oxyaninon hole) 4 7X 

(2) 在 此 空 穴 中 , 酶 与 狭 基 氧 形成 两 个 氢 键 , 而 在 正常 的 结构 中 不 存在 这 种 氢 键 。Kraut 首先 
注意 到 在 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 枯草 杆菌 蛋白 酶 中 ,这 两 个 氢 键 供 体 位 置 相 关 。 根 据 趋同 进化 假说 ,他 提 
出 了 氧 阴 离子 洞 的 存在 ,使 本 来 不 相关 的 酶 表现 出 相似 的 功能 。 

(3) 四 面体 形变 结果 ,使 在 水 解 肽 键 前 , 酶 与 肽 骨架 上 NH 形成 一 近似 氢 键 ,因而 酶 容易 同 四 面 
体 中 间 物 结合 。 

这 些 现象 解释 了 丝氨酸 和 蛋白酶 的 高 催化 效率 。 事 实 上 , 正 由 于 DIPF 四 面体 结构 是 过 渡 态 类 似 
物 ,因而 是 丝氨酸 蛋白 酶 有 效 的 抑制 剂 。 

C 催化 三 元 组 (Catalytic Triad) 的 功能 

早期 的 文献 认为 Asp - 102 极 化 了 His - 57, 使 其 直接 从 Ser- 195 吸取 质子 ,而 使 Ser- 195 成 为 
有 效 的 亲 核 攻击 试剂 (羟基 )( 图 3- 52)。 
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3-52 “电荷 转 接 系 统 ” 


在 这 一 过 程 中 , Asp - 102 的 负电 性 通过 His - 57 变化 传 到 Ser- 195 ,因而 催化 键 最 初 命 名 为 “ 电 
从 转 接 系 统 "。 现 在 认为 ,这 一 机 理 难以 置信 ,因为 羟基 pKS15. HispK ~7(NMR 测定 ) ,前 者 对 质 
子 的 亲和力 远 高 于 后 者 ,Ser- 195 不 可 能 通过 催化 三 元 组 的 相互 作用 有 效 地 活化 为 亲 核 剂 。 事 实 
上 ,用 对 - 硝 基 茶 磺 酸 甲 酯 处 理 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ,使 His - 57 专 一 性 地 甲 基 化 ,以 阻 断 催化 三 元 组 的 作 
用 (图 3-53): 
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图 3-53 His-57 专 一 甲 基 化 反应 
然而 ,产生 的 酶 仍 有 较 好 的 催化 活性 , 比 非 酶 催化 的 反应 加 速 x 10° 倍 (天 然 酶 约 108 倍 )。 很 明 
显 ,催化 三 元 组 的 功能 很 大 程度 上 是 作为 质子 供 体 和 质子 吸收 器 ( 酸 碱 催化 ) , 胰 凝 乳 和 蛋白酶 速度 增 
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加 的 主要 因素 疏 怕 主要 来 源 于 与 反应 的 过 渡 态 优先 结合 。 

此 外 ,定点 突变 技术 证 实 了 活性 部 位 三 个 氨基 酸 侧 链 之 间 的 高 度 协 同性 。 前 面 提 到 的 Asp - 
102 突变 为 Asn 后 ,kw 下 降 为 原来 的 1/5 000, 酶 与 DFP 的 反应 能 力也 降低 为 原来 的 万 分 之 一 ,与 
TLCK 的 反应 活性 降低 为 原来 的 1/5 ,显示 了 催化 三 元 组 中 三 者 之 间 相 互 影响 互相 牵制 。 

枯草 杆菌 蛋白 酶 中 电荷 转 接 系 统 由 Ser- 221 His - 64, Asp- 32 组 成 。 若 将 三 种 氢 基 酸 分 别 定 
点 突变 为 Ala, 得 到 的 三 种 突变 体 纪 .分别 降 低 为 原来 的 11(2x 10°) ,1/(20 x 10°) Al 1/(3 x 10°). & 
将 三 种 残 基 同 时 突变 为 Ala,K。 仍 降低 为 原来 的 1/(2 x 10')。 这 说 明 催 化 键 中 任何 一 个 氨基 酸 突 

3.6.1.7 酶 原 

蛋白 水 解 酶 通常 先 以 酶 原形 式 在 体内 合成 。 原 因 很 明了 ,以 消化 酶 为 例 ,以 酶 原形 式 合 成 可 以 
预防 合成 该 酶 的 组 织 免 受 损伤 ,急性 腺 炎 就 是 因为 合成 的 酶 原 在 胰腺 中 提前 活化 的 缘故 。 经 氨 酸 
蛋白 酶 按 以 下 途径 活化 (参见 第 4 章 有 关内 容 )。 

A 胰 凝 乳 蛋 和 白 酶 原 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 的 Arg- 15 和 Je- 16 之 间 由 胰 和 蛋白 酶 专 一 性 地 作用 ,切断 肽 键 , 形 成 x -型 胰 
凝 乳 蛋白 酶 ,再 经 0 -型 变 为 c -型 (图 3- 5$4)。 
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图 3-54 和 牛 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 活化 示意 图 
BRE Ge 
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胰 蛋 白 酶 原 与 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 原 相 比 ,N -未 端 少 了 9 个 氨基 酸 残 基 ,在 小 肠 中 由 肠 激酶 (或 胰 蛋 
白 酶 本 身 ) 作 用 下 将 Lys- 15 及 Be- 16 之 间 肽 链 切 断 , 切 除了 N -未 端的 一 个 六 肽 分 子 (图 3- 55 酶 
原 即 活化 为 酶 。 
H,N*—Val—(Asp),—Lys—Ile—Val—"=="** 
胰 蛋 白 酶 原 
|nike 
H,N*—Val—(Asp),—Lys_ + Ile - Val - -***° 
胰 蛋 白 酶 
3-55， 胰 蛋白 酶 原 活化 示意 图 
( 注 : 图 中 所 用 氨基 酸 顺序 为 胰 凝 乳 蛋白 酶 编号 ,Val - 10 实际 为 胰 蛋 白 酶 原 未 端 ,le- 16 为 胰 蛋 白 酶 未 端 
弹性 和 蛋白酶 原 的 活化 类 似 于 胰 和 蛋白酶 原 , 即 通 过 切除 N -末端 的 一 段 肽 链 而 活化 。 
胰 和 蛋白 酶 原 , 胰 凝 乳 和 蛋白酶 原 和 弹性 和 蛋白酶 原本 身 都 具有 催化 底 物 分 子 所 需 的 活性 氨基 酸 侧 
链 ,那么 为 什么 还 需要 活化 呢 ? 胰 蛋 白 酶 原 和 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 原 的 X- 射 线 研 究 表明 ,新 释放 的 N- 
末端 De - 16 残 基 从 分 子 表面 向 内 部 移动 ,与 Asp - 194( 图 3- 45) 形 成 离子 键 。 除 此 变化 之 外 , 酶 原 
分 子 与 酶 分 子 结构 上 非常 相似 甚至 催化 链 都 相同 。 实 际 上 ,人 们 发现 ,其 实 酶 原 分 子 也 具有 了 酶 的 催 
化 活性 ,只 是 活性 很 低 而 已 。 仔 细 比 较 酶 和 酶 原 的 结构 ,就 可 发 现 酶 原 的 低 活性 主要 是 因为 没有 形 
成 合适 的 结合 底 物 的 口袋 , 底 物 无 法 精确 定位 ,难以 稳定 四 面体 中 间 物 。 酶 原 经 胰 和 蛋白 酶 作用 ,Be 
- 16 的 a -氨基 与 Asp - 194 的 羧基 由 于 处 于 介 电 常数 很 低 的 酶 分 子 内 部 ,静电 相互 作用 很 强 , 由 此 
触发 一 系列 构象 的 变化 (如 Asp - 145,Met - 192 等 ) ,形成 了 酶 原 中 不 存在 的 底 物 结合 中 心 。 


3.6.2 ”乳酸 脱 氢 酶 


乳酸 脱氧 酶 是 一 守 聚 酶 ,每 一 个 亚 基 具有 相同 的 功能 ,可 以 催化 下 列 反 应 : 
iy 人 
ia es + NAD* == ae + NADH + H* 
CU CO; 
L- 乳 酸 丙酮 酸 
其 逆 过 程 是 厌 氧 糖 酵 解 的 最 后 一 步 , 并 提供 了 甘油 醛 - 3 -磷酸 活力 所 需要 的 氧化 型 NAD+ 辅 
因子 。 该 酶 在 细胞 液 中 含量 非常 丰富 ,因而 所 催化 的 反应 可 立即 达到 平衡 。 乳 酸 脱 氢 酶 来 源 很 多 ， 
但 大 多 数 有 关 作 用 机 制 的 详细 工作 主要 基于 角 鲨 和 猪 的 乳酸 脱氧 酶 的 研究 。 下 面 讨论 该 酶 的 动力 
学 机 制 ,X- 射 线 结晶 衍射 ,氨基 酸 侧 链 的 化 学 修饰 和 定点 突变 的 结果 ,并 讨论 与 乳酸 脱 氨 酶 有 关 的 
其 他 脱氧 酶 的 作用 机 制 。 
乳酸 脱 氢 酶 (简称 LDH) 由 四 亚 基 组 分 分 子 量 140 000 ,是 研究 同 工 酶 的 典型 实例 。 大 多 数 生物 
组 织 中 有 五 种 同 工 酶 ,可 用 电泳 分 离 。 五 种 同 工 酶 形式 基于 两 种 不 同 亚 基 的 不 同 组 合 方式 (os， 
a38,0,B,,08; 和 B,, 45/2 LDH, - LDH, 型 ), 心 肌 中 主要 为 LDH_, 型 ( 丽 型 ) ,而 骨 肌 中 主要 为 
LDH_,#/(M, 型 )。 其 他 各 种 同 工 酶 (如 C,E 和 了 型 ) 也 已 被 人 们 认识 ,但 分 布 较 少 ,这 里 不 再 进 一 
步 论述 。 
3.6.2.1 动力 学 研究 
详细 的 稳 态 动力 学 研究 表明 ,乳酸 脱 氢 酶 以 序列 有 序 机 制 进行 反应 , 即 酶 先 与 NAD* (或 
NADH) 结 合 ,再 与 乳酸 (或 丙酮 酸 ) 结 合 形成 三 元 络 合 物 : 


E+NAD+ 一 一 FNAD- 


-乳酸 乳酸 

-丙酮 酸 

Eee + Pa 

FGM = TC Fy YI EE EV 2 AAP a SE ME HEY), ORS — EE BR , BAS 


EMF —— FE + NADH 
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会 与 乳酸 和 丙酮 酸 结 合 。 

稳 态 动 力学 研究 还 显示 了 草 氮 酸 (图 3- 56(a) ) 为 丙酮 酸 ( 图 3- 56(b)) 的 竞争 性 抑制 剂 ( 注 意 
BYRD ASH ft). BEAR (A) 3- 56(c)) 为 乳酸 (图 3- 56(d) ) 竞 争 性 抑制 剂 。X -射线 晶体 研究 表 
明 ,这 些 抑 制剂 很 可 能 结合 在 酶 的 活性 部 位 ,作为 底 物 类 似 物 具有 较 大 的 价值 ,可 以 得 到 具有 催化 
活性 络 合 物 的 结构 信息 。 


he ie - 
Cc—0 cu CO; i wiry 
CO; CO; CO; 

(a) RAR (b) 丙 酮 酸 《c) 草 酸 (d) ALR 


图 3-56 乳酸 脱氧 酶 的 一 些 底 物 和 抑制 剂 的 结构 


用 停 流 法 分 析 了 单个 反应 步骤 的 速度 ,将 猪 的 LDH_, 型 酶 迅速 与 饱和 浓度 的 底 物 NAD+ 和 乳 
酸 结合 产物 NADH 用 分 光 光 度 法 检测 (图 3- 57), 
在 食品 的 死 时 间 (deadtime ) 内 ,产物 NADH 有 一 最 
初 “快速 释放 "(burst) 阶段 ,然后 产物 NADH 的 释放 
才 进 入 较 快 的 稳 态 阶段 ,快速 释放 的 量 相 当 于 每 摩 
尔 活 性 中 心 的 酶 产生 一 摩尔 NADH。 猪 的 LDH_; 型 
酶 研究 得 到 类 似 的 结果 ,但 每 摩尔 活性 中 心 的 酶 只 & 
有 当 ph fH >8.8 时 快速 释放 的 NADH BASF 1 间 
摩尔 。 在 低 pH 值 条 件 下 ,快速 释放 的 NADH RBH 。 
少 。 当 pH 值 =6.8 时 ,每 摩尔 活性 中 心 只 释放 0.5 
摩尔 NADH, A NADH 与 酶 的 结合 非常 紧密 ,因而 
FE 复合 物 的 解 离 可 能 是 整个 反应 过 程 中 最 慢 的 pares ies 
一 步 ( 限 速 步骤 )。 用 前 稳 态 动力 学 方法 仔细 研究 ， 
可 以 测 得 猪 中 LDH_, 型 酶 催化 反应 中 其 他 反应 的 速度 常数 。 

3.6.2.2 X- 射 线 晶 体 研 究 

星 获 (dogfish) 肌 来 源 LDH_; 经 X- 射 线 研 究 和 氮 基 酸 顺 序 测 定 表明 ,整个 酶 分 子 中 有 很 多 二 级 
结构 , 约 40% a -螺旋 和 23% B - 折 释 。 更 引 人 注 意 的 是 超 二 级 结构 (supersecondary) 在 N -末端 一 半 
处 有 六 条 平行 折 和 麦片 ,C -未 端 有 两 个 三 股 反 平 行 折 笃 结 构 。 六 个 折 礁 片 与 NAD-* 的 结合 有 关 , 这 
是 至 今 为 止 所 有 已 经 分 析 过 的 脱氧 酶 的 一 般 结构 特征 。 这 些 酶 与 其 他 以 单 核 苷 酸 ,如 ATP 为 底 物 
的 激酶 可 能 与 进化 过 程 有 关 。 如 乳酸 脱氧 酶 和 苹果 酸 脱 氢 酶 三 级 结构 非常 相似 ,更 换 活性 部 位 的 
氨基 酸 可 使 乳酸 脱氧 酶 的 专 一 性 改变 为 苹果 酸 脱氧 酶 的 专 一 性 ,六 条 折 和 县 片 的 图 解 见 图 3-58。 酶 
55 NAD* 的 结合 过 程 已 经 过 详细 研究 ,结合 部 位 涉及 到 很 多 氨基 酸 侧 链 ,可 使 人 们 进一步 理解 酶 的 
专 一 性 。 乳 酸 脱 氢 酶 结合 部 位 的 某 些 重要 特征 如 图 3 - 59 所 示 。 


(mol/mol 活 性 部 位 ) 


1 


wn 


10 15 
时 间 (ms) 


图 3-58 乳酸 脱氧 酶 六 条 折 和 三 片 示意 图 
(a~f{ 6 RBH ARM Al NAD+ 分 别 插 在 ab 和 d,e 中 间 ) 
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图 3- 59 乳酸 脱氧 酶 与 NAD*+ 结合 的 一 些 相互 作用 关系 图 
(点 线 代表 氢 链 , x x x 表示 静电 相互 作用 , 方 框 表示 朴 水 相互 作用 ) 
ARR HES ER Val, De 和 Ala 侧 链 组 成 的 疏水 口袋 中 ,Tyr- 85 和 Asp - 53 SARA MA 
键 ,使 之 定向 结合 ,两 个 核糖 环 都 有 和 氢 键 与 酶 结合 ( 见 图 3- 60), PREM BH _E 2'- OH 与 酶 的 专 
一 性 作用 ,说 明了 为 什么 NADP* 只 多 了 一 个 磷酸 基 就 不 能 作为 该 酶 的 底 物 。 在 一 般 情况 下 ,脱氧 
酶 只 作用 于 NAD* 和 NADP* 的 一 种 ,但 谷 氢 酸 脱氧 酶 非常 特殊 ,可 作用 于 两 者 。 
尼克 酰胺 环 上 的 六 基 氧 与 酶 分 子 上 的 Lys - 250 形成 重要 的 氢 键 ,使 其 A 面 与 底 物 乳酸 定向 ,这 就 
是 酶 具有 A 型 专 一 性 的 原因 (图 3- 60)。 而 NAD’ 与 甘油 醛 - 3 -磷酸 脱 氢 酶 形成 复合 物 时 ,尼克 酰胺 
HEMREAS Asn - 313 形成 氢 键 ,使 环 的 B 面 与 底 物 分 子 定向 ,解释 了 酶 具有 B 型 的 专 一 性 。 
(pro 本 H, yl (pro =§) 


图 3-60 NADH AKAN A BA eH 
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图 3-61 乳酸 脱 氢 酶 催化 NAD* 和 乳酸 反应 中 电子 的 移动 
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用 含有 抑制 剂 的 复合 物 结构 ,如 ES 和 EN zs ,以 及 NAD -丙酮 酸 复合 物 的 结构 推测 乳酸 脱 
氢 酶 的 活性 复合 物 结构 , 底 物 乳酸 很 可 能 位 于 尼克 酰胺 环 和 His - 195 之 间 ( 图 3-61)。 

由 图 3-61 可 见 Arg- 109 和 Arg-171 与 乳酸 分 子 的 羧基 有 静电 作用 ,His - 195 与 乳酸 的 一 OH 
基 团 结合 ,促使 反应 进行 。 

形成 酶 活性 复合 物 时 , 酶 构象 的 改变 是 关键 ,尤其 在 EY 复合 物 上 加 入 第 二 个 底 物 分 子 时 更 
ABZ, Moat PARE (iF 98 ~ 120 AEM) ,没有 底 物 时 , 伸 在 浴 剂 中 ,一 旦 有 三 元 
络 合 物 形 成 这 一 环 就 向 下 移动 ,将 底 物 围 住 并 将 水 分 子 挤 出 活性 部 位 。 如 ,Arg - 109 IDR 
1.4nm, His - 195 也 发 生 微小 移动 (0.1 ~ 0.2nm) ,以 使 与 低 物 分 子 接触 ,由 此 触发 了 电子 的 转移 (图 
3- 62。 

3.6.2.3 氨基酸 侧 链 的 化 学 修饰 

乳酸 脱氧 酶 上 经 化 学 修饰 的 侧 链 基 团 有 His, Arg 和 Cys, 其 研究 结果 都 经 X- 射 线 唱 体 衍射 证 实 。 

A AAR 

用 亲 和 标 记 试 剂 3 -省 乙酰 吡啶 及 省 丙酮 酸 ( 后 者 需 在 NAD* 存在 下 才能 进行 亲 和 标 记 ) 进 行 
酶 的 化 学 修饰 实验 ,结果 表明 ,His - 195 位 于 酶 的 活性 中 心 。 


0 
bids Rede Br 
Br—CH,—C—CO; 
he 溴 丙酮 酸 
3 - 溴 乙酰 吡啶 


由 于 His - 195 与 酶 分 子 其 他 His 侧 链 相 比 , 具 有 相当 高 的 反应 活性 , 故 也 可 用 焦 碳酸 二 乙 酯 进 

行 选择 性 修饰 : 
ti 
Ch eg oe 
PIA — ZB 

ete 一 步 推 证 了 Hisi - 195 的 作用 。 

B 精 氢 酸 

AC REE Arg 的 专 一 性 修饰 试剂 ,可 使 乳酸 脱 氢 酶 失 活 ,实验 发 现 酶 分 子 的 每 个 亚 基 上 有 一 
个 Arg 被 修饰 。 当 形成 三 元 复合 物 后 , 酶 能 抵抗 失 活 作用 ,推测 Arg 位 于 酶 活性 中 心 ,但 X- 射 线 数 
据 分 析 表 明 底 物 结合 中 心 有 两 个 Arg 残 基 , 葵 乙 二 醛 究竟 修饰 了 哪 一 个 Arg, 目前 还 不 清楚 。 

C 半 胱 氨 酸 

为 了 搞 清 Cys 侧 链 是 否 位 于 乳酸 脱氧 酶 的 活性 中 心 ,用 顺 丁 烯 亚 胺 处 理 酶 ,可 观察 到 每 个 亚 基 
上 有 一 Cys 侧 链 被 修饰 ,后 来 证 明 为 Cys - 165。 底 物 的 结合 对 酶 有 保护 作用 ,很 多 种 脱 氢 酶 都 有 一 
段 类 似 于 乳酸 脱氧 酶 Cys - 165 ON ,要 证 实 了 这 一 侧 链 与 催化 机 制 有 关 。 事 实 上 ,X 
-射线 研究 认为 Cys - 165 与 底 物 结合 中 心 有 lnm, 的 距离 ,所 以 ,现在 认为 由 于 化 学 修饰 导致 酶 失 活 
主要 原因 是 空间 阻碍 作用 。 由 于 cone 165 与 一 个 体积 较 大 的 试剂 结合 ,阻碍 了 His - 195 1B UE 
物 ,使 具有 催化 活性 的 复合 物 难 以 形成 ,X- 射 线 唱 体 研究 还 显示 了 修饰 试剂 很 难 靠近 三 元 复合 物 
(如 Enos ) 的 Cys - 165 侧 链 ,解释 了 如 上 所 说 的 对 这 一 失 活 的 保护 作用 。 综 上 所 述 , 可 以 推测 ,如 
果 用 一 个 小 的 化 学 试剂 修饰 Cys - 165 , 酶 至 少 保留 部 分 活性 ,后 来 证 实用 甲 基 硫磺 酸 与 猪 LDH, Bit 
作用 ,Cys - 165 被 修饰 , 酶 并 没有 失 活 , 只 是 对 底 物 的 亲和力 与 未 修饰 的 酶 比较 有 些 区 别 

E—CH,—SH + CH,—S—SO,—CH, E—CH,—S-S—CH, + CH,SO; + H* 
3.6.2.4 定点 突变 
有 关 乳 酸 脱 氢 酶 的 两 组 实验 有 助 于 我 们 理解 酶 分 子 上 柔性 环 区 域 的 氨基 酸 所 起 的 作用 。 已 经 
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分 离 得 到 了 由 耐 热 细菌 :枯草 杆菌 来 源 的 乳酸 脱 氢 酶 的 基因 ,该 酶 的 氨基 酸 顺 序 和 催化 性 质 与 真 核 
的 乳酸 脱氧 酶 非常 相似 ,暗示 可 能 所 有 的 乳酸 脱氧 酶 结构 都 很 相似 , 故 以 枯草 杆菌 来 源 的 酶 作为 实 
验 材 料 。 

第 一 个 实验 , 酶 分 子 柔性 环 中 的 Are - 109 变 为 Ghn, 因 而 将 一 正 电 荷 侧 链 改变 成 了 中 性 侧 链 ， 
突变 后 酶 对 NADH 的 结合 效应 没有 变化 ,但 有 下降 为 原来 的 1/400, 提示 Arg - 109 侧 链 增加 了 丙酮 
IRIE MARE ,稳定 了 反应 的 过 渡 态 。 

第 二 个 实验 , 测 到 了 柔性 环 区 域 移动 速率 与 活性 复合 物 的 形成 有 关 , 用 Tp 代替 环 中 Cly - 
106, Tyr 替代 了 Trp 侧 链 (Tmp - 80, Trp - 150 和 Trp - 203)。 应 该 注意 到 由 于 Tyr 侧 链 的 激发 态 会 发 
VER RR , Alii Trp 侧 链 的 荧光 强度 往往 高 于 Tyr 侧 链 。 突 变 后 的 酶 有 一 个 效 光 侧 链 ,位 于 柔性 
环 区 域 (Tmp - 106) 与 天 然 酶 比较 ,突变 酶 对 丙酮 酸 的 太 .为 天 然 酶 的 60% , K,, 保持 不 变 , 将 突变 体 
ENAoa 与 草 氨 酸 混合 ,形成 三 元 复合 物 ,结果 Trp - 106 荧光 强度 降低 ,可 反映 出 环 的 移动 现象 , 停 流 
法 测 得 这 一 移动 速度 为 125 秒 ”… ,非常 相似 于 由 刀 s 测 得 的 整个 酶 的 总 的 转换 率 。 

这 就 清楚 地 表明 了 整个 反应 的 限 速 步骤 与 柔性 环 朝 活 性 中 心 的 移动 有 关 。 不 同 的 实验 中 乳酸 
脱 氢 酶 的 专 一 性 可 变 为 苹果 酸 脱氧 酶 的 专 一 性 ,考虑 到 新 的 底 物 分 子 体积 较 大 并 有 负电 性 , 故 在 耐 
热 的 枯草 杆菌 来 源 的 乳酸 脱氧 酶 上 引入 以 下 的 变化 :1) 活性 部 位 体积 增加 (Asp - 197->Asn);2) 酸 
性 侧 链 , 上 中 性 侧 链 代替 (Asp - 197 Asn) 53) 引入 碱 性 侧 链 (Cln102~>Arg) ,这 样 就 形成 了 一 个 新 
的 “苹果 酸 " 脱 氢 酶 。 催 化 由 NADH 还 原 草 酰 乙 酸 要 比 丙酮 酸 快 $00 倍 ( 乳 酸 脱氧 酶 最 初 催 化 苹果 
酸 的 速率 只 有 0.001) ,这 一 实验 证 实 了 两 种 酶 的 整个 空间 结构 非常 相似 ,因而 活性 中 心 相当 小 的 
变化 可 以 显著 地 改变 酶 的 专 一 性 。 

3.6.2.5 乳酸 脱 氢 酶 与 其 他 一 些 脱 所 酶 的 作用 机 制 

以 上 讨论 可 以 了 解 活性 复合 物 的 结构 信息 ,以 及 复合 物 上 电子 的 移动 情况 (图 7- 63) ,并 详细 
描述 了 结合 部 位 的 结构 及 各 个 基 元 的 反应 速率 。 

其 他 一 些 脱 氢 酶 (如 乙醇 脱氧 酶 .苹果 酸 脱 氢 酶 及 3 -磷酸 甘 醛 脱 氢 酶 ) 的 作用 机 制 也 有 所 知 ， 
至 少 已 知道 了 大 致 轮廓 ,可 以 作 一 些 概述 ,所 有 的 脱氧 酶 每 个 亚 基 上 都 有 一 识别 核 苷 酸 的 结合 区 
域 ,催化 区 域 结构 是 可 变 的 。NAD* 的 尼克 酰胺 环 对 各 种 酶 的 结合 可 以 解释 氢 传 递 的 专 一 性 (图 3 - 
60)。 以 上 所 提 到 的 所 有 脱氧 酶 ,除了 乙醇 脱 氢 酶 外 ,都 有 一 His 侧 链 从 底 物 的 一 OH 基 团 中 吸收 一 
个 质子 作为 广义 碱 催化 反应 进行 ,使 得 氢化 物 离子 (hydrideion) 容 易 向 NAD* 转移 (图 3-61)。 乙 醇 
脱氧 酶 的 催化 中 心 有 一 锌 离子 ,推测 可 能 Zo 或 与 2 结合 的 极 化 了 的 水 分 子 (OH - ) 起 碱 催 化 剂 
的 作用 ,涉及 氧化 还 原 反 应 的 其 他 脱氧 酶 的 作用 机 制 是 一 个 很 有 兴趣 的 化 学 问题 。 


3.6.3 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 


氨 酰 -tRNA 合成 酶 催化 下 列 反应 : 

氨基 酸 + tRNA + ATP =A it tRNA + AMP + 焦 磷酸 

氨基 酸 连接 在 tRNA 的 腺 苷 3'- 末 端的 合适 位 置 , 有 时 连 在 2- OH 位 置 , 也 有 连 在 3'- OH 位 置 
或 与 两 者 都 相连 。 氨 酰 衍生 物 从 合成 蛋白 质 的 核糖 体 上 释放 , 按 mRNA 的 碱 基 顺 序 合 成 蛋白 质 。 
mRNA( 密 码 ) 上 三 个 碱 基 与 tRNA( 反 密码 ) 上 三 个 碱 基 的 专 一 性 的 氢 键 序列 连接 ,蛋白 质 合 成 的 准 
确 性 依赖 于 正确 的 tRNA 与 正确 的 氨基 酸 结 合 。 这 一 因素 又 决定 于 所 酰 - tRNA 合成 酶 与 合适 的 
tRNA 及 氨基 酸 之 间 专 一 性 的 相互 作用 。 氮 酰 - tRNA 合成 酶 (蛋白 质 中 20 个 氨基 酸 各 有 一 个 相应 
的 酶 ) 的 了 .C 编号 为 6.1.1.1 一 7,9 一 12,14 一 22, 酷 氨 酰 -tRNA 合成 酶 的 编号 为 E.C.6.1.1.1。 

以 下 我 们 将 讨论 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 一 般 结 构 及 动力 学 研究 所 揭示 的 详细 的 作用 机 制 , 还 要 
讨论 酶 如 何 识 别 正 确 的 底 物 。X -射线 研究 描述 了 枯草 杆菌 来 源 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 结构 。 
最 后 还 将 介绍 一 些 成 功 的 定点 突变 实验 ,对 于 阐明 酶 的 催化 机 制 及 了 解 各 种 氨基 酸 所 起 的 作用 有 
很 大 的 帮助 。 

3.6.3.1 和 氢 酰 -tRNA 合成 酶 的 结构 

人 们 已 经 从 原核 和 真 核 生 物 中 纯化 得 到 了 各 种 氨基 酸 的 氢 酰 - tRNA 合成 酶 。 这 类 酶 具有 各 
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种 结构 类 型 如 w ,a ,as Ra,PB,. AH Vr )ZE 50 000 到 300 000 范围 内 。 酶 催化 相关 反应 的 亚 
基 结 构 的 多 样 性 似 令 人 惊奇 ,但 这 种 多 样 性 在 酶 的 顺序 中 也 是 存在 的 ,对 某 一 特定 的 酶 ,一 般 真 核 
HE) (EEE) Mr 亚 基 比 原核 (上 .Coli) 大 ,这 与 模板 中 N -端的 伸张 部 分 (extension，50 ~ 300 个 氨基 
酸 ) 有 关 。 两 种 不 同 来 源 的 相应 的 酶 这 部 分 顺序 中 只 有 一 段 顺序 是 同系 的 (30% ~ 50% ) 。 也 有 一 
些 证 据 表 明 原 核 氨 酰 - tRNA 合成 酶 较 大 的 亚 基 有 重复 顺序 ,有 几 种 酶 可 形成 分 子 量 高 达 IOC 左右 
的 复合 物 ,其 意义 尚 不 清楚 。 到 目前 为 止 , 只 有 酪 氨 酰 - tRNA 合成 酶 (来 源 于 枯草 杆菌 ) 得 到 了 X-= 
射线 研究 的 详细 结构 信息 。 

3.6.3.2 动力 学 研究 得 到 的 反应 机 制 | 

— FN SCS 7S FA ABE tRNA A RHEL NET ROAM IFA SBA HARRFT 
酸 中 间 物 的 形成 : 

E+ AER + ATP——E- AB AMP + 焦 磷 酸 

下 . 氨 酰 - AMP + tRNA =—& BE- tRNA + AMP+E 

RBZ S AY Pla IRA DSI , De - tRNA 合成 酶 与 [ H] De 和 ATP 在 必需 的 辅 因子 (Mg ) 
存在 下 混合 ,随后 在 SephadexG - 50 柱 上 进行 凝 胶 过 滤 ,le 迅速 从 中 间 物 转移 形成 酶 结合 的 产物 
(He-tRNA) ,随后 从 酶 上 慢 慢 解 离 。 

由 于 ATP 氨基 酸 和 焦 磷酸 都 可 与 酶 结合 ,因而 认为 第 一 个 反应 为 序列 随机 的 三 元 复合 物 形成 
过 程 , 也 可 通过 观察 需要 氨基 酸 ( 而 不 是 tRNA) 的 ATP 一 一 焦 磷 酸 变换 反应 了 解 发 生 的 第 一 个 反 
应 。 在 这 一 实验 中 , 需 加 入 [PP] 焦 磷酸 ,定时 分 离 出 ATP, 测 定 渗入 的”P 强度 ,就 可 测 得 交换 反应 
的 速度 。 与 整个 反应 的 速度 ( 即 氢 酰 - tRNA 的 合成 ) 比 较 , 在 大 多 数 情况 下 第 一 个 反应 的 速度 为 总 
反应 速度 的 10 ~ 100 倍 ,这 就 提示 第 二 个 反应 ( 氮 栈 转移 或 产物 释放 ) 是 限 速 步骤 。 不 过 在 有 些 情 
LF , ail E+ Coli 来 源 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 两 个 反应 的 速度 常数 非常 相近 ,同时 控制 了 整个 反应 
速度 。 有 时 ,情况 更 为 复杂 ,如 枯草 杆菌 来 源 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 为 两 亚 基 酶 ,该 酶 呈现 半 位 点 
(half- of-the-site) 反 应 活性 ,只 形成 一 个 酷 氨 酰 - AMP 分 子 1 个 tRNA 分 子 与 1 个 酶 分 子 结合 。 这 
时 ,与 酶 结合 的 酷 氨 酰 - AMP 中 间 物 可 与 额外 的 Tyr 和 ATP 结合 ,导致 构象 的 变化 。 

3.6.3.3 底 物 识别 

前 已 提 及 , 氢 酰 -tRNA 合成 酶 正确 认识 底 物 是 非常 关键 的 问题 ,很 多 实验 致力 于 分 析 这 一 识 
别 机 制 。 由 于 底 物 氮 基 酸 分 子 体 积 小 ;, 故 准确 识别 存在 问题 ,如 He- tRNA 合成 酶 的 识别 因子 识别 
le 的 能 力 为 Val 的 20 ~ 40 倍 (这 是 从 Be 有 额外 的 甲 又 基 所 得 到 的 结合 能 ,以 及 细胞 内 两 个 氨基 栈 
相关 的 浓度 这 两 个 因素 考虑 得 到 的 )。 然 而 ,实际 上 由 Val RF Be 摊 和 人 错误 的 比例 非常 低 (1， 
3000) 。 实 验 发 现 ,He-tRNA 合 成 酶 可 以 激活 Val, 即 在 没有 tRNA 存在 下 ,可 以 催化 形成 顷 氢 酰 - 
AMP 复合 物 。 然 而 ,Val 随后 却 不 能 转移 到 tRNA。 实 际 上 ,在 复合 物 中 加 入 tRNAY 会 导致 顷 氢 栈 - 
AMP 水 解 为 Vval 和 AMP。 在 一 系列 氮 酰 - tRNA 合成 酶 中 都 发 现 了 这 种 剪辑 和 校 阅 机 制 (editing and 
proof-reading) 。 涉 及 到 启动 酶 分 子 上 第 二 个 活性 位 点 (剪辑 功能 ), 有 时 也 确实 表明 ”错误 "的 氢 酰 - 
tRNA 会 短暂 形成 ,如 在 统 氢 酰 - tRNA 合成 酶 催化 的 反应 中 ,有 苏 氢 酰 - tRNA 形成 。 但 它 从 酶 分 子 
.上 解 离 之 前 会 迅速 分 解 。 有 些 氨 酰 - tRNA 合成 酶 没有 剪辑 功能 ,因而 半 胱 氨 酰 - tRNA FRE ABE 
tRNA 合成 酶 对 正确 的 氮 基 酸 结合 力 远 高 于 对 竞争 物 的 结合 力 。 枯 草 杆 菌 来 源 的 格 酷 氨 酰 - tRNA 
合成 酶 与 正确 的 氨基 酸 底 物 结合 时 , 酶 分 子 上 侧 链 基 团 的 响应 已 由 X- 射 线 晶 体 研 究 和 定点 突变 
证 实 。 

tRNA 分 子 由 于 体积 较 大 , 故 要 正确 识别 这 一 底 物 似乎 比较 容易 。 目 前 ,还 未 得 到 合成 酶 - 记 - 
NA 复合 物 的 X- 射 线 结构 ,因而 大 多 数 关 于 它们 之 间 的 相互 作用 情况 都 是 由 间接 的 方法 得 到 的 ， 
其 中 包括 结合 部 位 tRNA 碱 基 的 修饰 效应 及 采用 光化学 交 联 来 建立 tRNA 的 哪 一 部 分 与 酶 接触 都 
是 间接 的 研究 手段 。 研 究 的 结果 认为 主要 接触 点 位 于 工 形 tRNA 分 子 , 包 括 受 体 基 的 内 部 (图 3- 
62)。 有 时 反 密 码 也 参与 这 些 相互 作用 , 专 一 性 很 可 能 与 这 些 区 域 及 合成 酶 的 互补 部 分 有 关 。 有 证 
据 表 明 , 当 酶 分 子 与 正确 的 tRNA 结合 后 ,至少 有 部 分 识别 过 程 涉 及 到 酶 分 子 构象 的 改变 。 和 氨基酸 
TES ABE tRNA 合成 酶 上 的 定位 与 tRNA 的 结合 是 一 致 的 ,这 一 点 已 由 定点 突变 验证 。 
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图 3-62 tRNA 分 子 的 一 般 结 构 , 区 域 x x x x 指 已 鉴别 的 与 氨 酰 - tRNA 合成 酶 接触 的 一 部 分 


3.6.3.4 枯草 杆菌 来 源 和 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 又- 射线 结构 

枯草 杆菌 来 源 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 一 个 亚 基 其 X- 射 线 结 构图 ,如 图 3 - 63 所 示 。 

BOTH ALES SA 419 个 氨基 酸 ,在 电子 密度 图 (electron-density map) 中 只 能 鉴别 N- 
末端 的 319 个 氨基 酸 ,C -末端 的 100 个 氨基 酸 没 有 规则 ,难以 辨认 。 每 个 亚 基 中 心 有 6 股 8 TE 
结构 和 5 个 长 (大 于 1.2nm) 的 a -螺旋 片段 及 一 些 较 短 的 伸展 (shorter stretches) , 底 物 结合 部 位 的 定 
位 已 在 图 中 显示 出 来 。X -射线 晶体 研究 了 一 系列 复合 物 :AMP, ATP, 酷 氨 酸 和 酷 氨 酰 - AMP 分 别 
与 酶 的 结合 情况 (其 中 酷 氨 酰 - AMP 复合 物 很 稳定 ,容易 研究 ) 。 酶 分 子 的 氨基 酸 侧 链 与 酷 氨 酰 - 
AMP 的 相互 作用 见 下 节 。 


图 3-63 BABE tRNA 合成 酶 单 体 中 1 ~ 320 残 基 的 多 肽 链 构象 
图 中 显示 了 酷 氨 酰 - AMP 的 结合 位 点 ,A->F 为 8- 折 琶 , 下 列 氨基 酸 之 间 为 0 -螺旋 : 
H ,2- 10; Hp ,19 - 27; Hy ,49 - 60; Hy ,71 — 74;H; ,91 — 105; Hg ,124- 128; Hy , 132 - 139; Hy ,145 - 149; Hy ,152 - 153; 
Hio ,164 - 183; Hj), , 195 - 208; H, ' ,248 - 256; H)’ ,263 - 269; H,’ ,275 - 287; Hy,’ ,293 - 306, Hs’, 309 - 318 


Fersht 及 其 同 工 利用 定点 突变 进行 了 一 系列 非常 成 功 的 实验 。 揭 示 了 枯草 杆菌 来 源 的 酷 氨 酰 
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-tRNA 合成 酶 不 同 部 分 的 功能 。 这 些 实验 的 设计 和 解释 主要 基于 X- 射 线 结晶 学 研究 得 到 的 结构 
信息 。 很 多 定点 突变 工作 可 参见 Fersht 等 近期 的 综述 。 
A 氨 键 及 专 一 性 
X -射线 结 品 学 研究 指出 , 酶 与 酷 氨 酰 - AMP 之 间 形 成 了 很 多 氢 键 (图 3- 64): 
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图 3-64 酷 氨 酰 - AMP 和 栈 氨 酰 - tRNA 2 CAs Ze) AE (He BA es ) YA LE A 


图 3 - 64 中 所 示 的 侧 链 如 用 不 能 形成 氨 键 的 侧 链 系统 地 取代 (如 CyS35—> Gly , Tyr34— Phe) , ## 
研究 了 由 ATP 活化 Tyr 的 动力 学 效应 ,结果 证 明 , 由 X- 射 线 鉴 别 的 每 个 接触 点 非常 重要 ,其 他 的 侧 
链 也 有 作用 (如 Asp -78 与 酷 氨 酰 - AMP 的 o -氨基 有 相互 作用 )。Tyr-34 和 Asp -176( 图 3- 寻 ) 是 
酶 分 子 上 专 一 地 识别 Tyr 的 侧 链 ,phe 因 无 酚 羟 基 , 不 能 识别 。 在 核糖 结合 位 点 ,Cys-35 Thr- 51 和 
His-48 都 以 专 一 性 的 氢 键 与 核糖 产生 相互 作用 。 化 学 修饰 实验 认为 Cys - 35 可 能 与 酶 的 催化 活 

性 有 关 ,在 其 他 原核 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 中 ,也 都 有 这 一 侧 链 。 但 是 ,由 Gly 或 Ser 取代 这 一 侧 链 
却 没 有 导致 酶 全 部 失 活 (。 为 野生 型 酶 的 30% ) , 故 Cys - 35 不 是 酶 的 必需 基 团 。 

定点 突变 实验 结果 显示 ,不 同类 型 的 氢 键 对 结合 能 贡献 不 同 ,不 带电 荷 的 Tyr- 169 侧 链 与 底 物 
的 o -氨基 形成 氢 键 ,将 此 氨基 酸 突 变 ,会 减弱 结合 能 15.5kJ/mol。Tyr - 34 侧 链 与 酷 氨 酰 - AMP 的 
酚 羟 基 形成 氢 键 ,该 氨基 酸 的 突变 反而 降低 2.2kjJ/mol 的 结合 能 。 图 3- 64 中 ,Thr- 51 侧 链 与 酷 氨 
Bi- AMP 的 核糖 形成 氢 键 ,但 由 于 几何 位 置 上 的 关系 ,该 氢 键 强度 较 弱 ,而 与 水 分 子 形成 更 强 的 氧 
键 , 促 进 了 酶 - 酷 氯 酰 - AMP 复合 物 的 解 离 。Thr - 51 是 其 他 原核 生物 来 源 的 酷 氨 酰 - tRNA 合成 酶 
(40 E+ Coli(Pro)#l Bacillus caldoterax (Ala) ) 活 性 部 位 中 唯一 不 保守 的 氨基 酸 , 大 们 对 这 一 发 现 颇 感 

Bacillus stearothermophilus 中 的 酷 氨 酰 -tRNA 合成 酶 中 的 Thr- 51 侧 链 可 突变 成 其 他 氨基 酸 的 侧 
链 ,如 Pro\Ala。 这 些 氨基 酸 不 能 与 核糖 形成 氢 键 ,将 Thr- 51 分 别 突变 为 Pro 及 Ala, 酶 活力 提高 ， 
比值 5../K。 分 别 高 S0 和 2 倍 , 这 一 实验 表明 酶 活性 有 可 能 以 合理 的 方式 进一步 得 到 改善 。 

B 酶 分 子 N 及 C- 末 端 区 域 的 功能 

酷 氨 酰 - tRNA 的 缺失 突变 酶 已 被 制备 出 来 ,由 N -未 端 319 个 氨基 酸 组 成 。 这 一 突变 酶 与 天 然 
MASK EK Gl ,但 研究 酷 氨 酸 活化 (形成 酷 氨 酰 - AMP) 时 ,发 现 它 不 能 与 氨 酰 - tRNA 结合 ,实验 
的 结论 :多 肽 链 的 C -末端 区 域 与 tRNA 结合 有 关 ,并 认为 对 所 有 的 有 骆 所 酰 合 成 酶 都 适用 。 与 tRNA 
SEA AKAN ABE RNA 合成 酶 的 某 些 氨基 酸 侧 链 已 由 定点 突变 实验 鉴别 。 在 实验 中 ,人 们 构造 
了 一 些 杂 二 亚 基 (heterodimers) ,由 一 条 全 长 的 多 肽 链 (419 个 氨基 酸 ) 和 一 条 缩短 的 多 肽 链 (319 个 氮 
基 酸 ) 组 成 ,其 中 带 正 电 性 的 侧 链 由 中 性 侧 链 蔡 代 (Arg, His > Gln, Lys> Asn). — #8 IE Ba far ll ES 
tRNA 的 受 体 和 反 密 码 基 之 间 的 相互 作用 穿 过 两 个 亚 基 ( 见 图 3- 62) ,使 tRNA 能 正确 定位 。 随 后 ， 
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有 柔性 的 - CCA(3'- 示 端 ) 通 过 附加 的 接触 ,在 活性 部 位 上 线性 排列 。 在 进一步 的 实验 中 测定 了 酶 
亚 基 之 间 相 互 作用 的 性 质 ,phe - 164 位 于 亚 基 交界 面 (subunit interface ) 的 对 称 轴 上 ,与 两 个 亚 基 的 
(nul 4i FL Ag BRE ZK AB AL VE FA VA Asp 取代 phe, 由 于 引入 了 负电 和 荷 , 酶 分 子 在 pH7.78 条 件 下 会 发 生 解 离 ， 
在 更 低 的 pH 下 ,Asp Witt F(t, WIS PRE 


3.6.4 超 氧 化 物 歧化 酶 


超 氧化 物 歧 化 酶 (superoxide dismutase, 简称 SOD) 是 一 种 金属 酶 ,其 性 质 不仅 取 决 于 酶 蛋白 ,还 
取决 于 活性 部 位 的 金属 离子 。 按 金属 类 别 的 不 同 , 可 分 为 铜 锌 SOD(Cu, Zn - SOD)、 锰 SOD(Mn - 
SOD) 和 铁 SOD(Fe- SOD) 三 种 。 这 三 类 SOD 都 催化 超 氧 阴离子 自由 基 (0; ) 发 生 的 歧化 反应 

Oy +O; +2H*—~H,0, +O， 

3.6.4.1 SOD 的 分 子 结构 

近 十 多 年 来 ,已 完成 氨基 酸 全 序列 分 析 工 作 的 至 少 有 13 个 ,其 中 7 个 是 Cu,Zn -SOD,5 个 是 
Mn- SOD,1I 个 是 Fe-=SOD。 图 3-65 比较 了 四 种 Cu,Zn- SOD 的 氨基 酸 全 序列 。 在 人 和 和 牛 红 细胞 
SOD 间 , 全 序列 同一 性 为 80% ;在 人 、 牛 和 马 三 种 来 源 的 SOD 之 间 ,全 序列 同一 性 为 74.5% ; 而 酵母 
与 牛 红细胞 之 间 , 同一 性 也 高 达 55% ; 同时 考虑 这 四 种 酶 ,全 序列 同一 性 为 49.6% 。CcCu,Zn- SOD 
的 结构 同一 性 还 表明 : 1) 与 金属 辅 基 Cu, Zn 相连 接 和 参与 肽 链 内 部 二 硫 键 形成 部 位 附近 所 基 酸 
残 基部 相同 ;2) 氨基 酸 序列 中 都 有 一 个 可 变 区 ,共有 23 ~ 25 个 残 基 , 它 们 位 于 分 子 表 面 , 可 能 与 
SOD 的 免疫 性 质 有 关 ; 3) 富 含 甘氨酸 (C) ,这 是 Cu,Zn- SOD 与 Mn- SOD、Fe- SOD 氮 基 酸 组 成 上 
的 重要 差别 。 在 牛 红细胞 Cu,Zn - SOD 的 每 个 亚 基 的 151 个 氨基 酸 中 就 有 25 个 G, 占 总 数 的 1/6， 
而 且 平 均 分 布 在 整个 序列 中 。 
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图 3-65 酵母 牛马 和 人 Cu, Zn- SOD HARE Fl HR 
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Bannister 等 通过 旋光 色散 CORD) 、 圆 二 色 性 (CD) 和 红外 ( 正 ) 光 谱 的 分 析 研 究 ,表明 Cu, Zn - 
SOD 的 两 个 相同 亚 基 之 间 是 通过 非 共 价 的 疏水 相互 作用 而 缔 合 ,共有 12 - 14 个 朴 水 的 氨基 酸 残 基 
的 侧 链 提 供 了 范 德 瓦 力 。 肽 链 内 部 由 半 胱 氨 酸 (C)553 和 144 的 SH 基 之 间 构 成 的 二 硫 键 , 对 于 亚 基 
的 缔 合 起 重要 作用 。 整 个 结构 特征 是 由 八股 反 和 平行 的 8 TERRY BRAM, , 称 之 为 8- 桶 (8 
- barrel) 其 一 侧 尚 有 两 个 无 代表 性 结构 的 环 (loop) 。 在 牛 红细胞 Cu, Zn - SOD WEP, Cu 分 别 与 四 
个 组 氮 酸 残 基 (H44,46,61,118) 配 位 ,而 Zn 则 与 三 个 HH61,69,78) 和 一 个 天 冬 氨 酸 (Ds ) 配 位 ， 
Cu, Zn 之 间 相 距 约 0.6nm。 

Cu,Zn- SOD 在 一 级 结构 上 的 明显 不 同 ,在 构象 上 必然 表现 出 差异 。Cu,Zn- SOD & a -螺旋 成 
分 很 少 , 主要 是 8 rE, SIAR, Mn 和 Fe- SOD 含有 较 多 的 a -螺旋 ( > 32% ) ,8 -=- 折 等 较 少 。 构 
象 研究 还 表明 ,Fe 和 Mn - SOD 中 不 可 能 存在 像 Cu,Zn- SOD 中 的 那 种 八股 反 平 行 的 8 -折叠 ,也 不 
存在 长 的 松散 环 ,整个 结构 比较 紧凑 。 

3.6.4.2 SOD 的 活性 中 心 

在 0.3nm 分 辩 率 的 基础 上 ,1980 年 获得 的 牛 红细胞 SOD 的 0.2nm 分 辩 率 电子 密度 图 ,可 以 比 
较 详 细 地 看 清 活 性 中 心 附近 位 置 的 排列 。 结 合 底 物 OF 的 是 一 个 椭 球 形 的 "口袋 " ,长 1.5nmy 宽 0. 
9nm, 深 0.6nm, 口 袋 外 缘 一 边 是 由 苏 氨 酸 (T315)、 甘氨酸 (G136) 丙 氨 酸 (A138) 和 甘氨酸 (C139) 组 
成 。 另 一 条 边 由 甘氨酸 (G59) , HAAR (POO) 28 AAR (H61) ,以 及 茶 丙 氨 酸 (F62) 和 门 冬 酰 胶 (N63) 
组 成 。 赖 氢 酸 (K134) 和 精 氢 酸 (R141) 的 侧 链 构 成 口袋 的 两 侧 。 口 袋 底部 排列 着 Cu\ Zn 、 门 冬 氢 酸 
(D81) ,以 及 H118,H44.H78 和 H69。Rotilio 等 应 用 顺 磁 共振 、 核 磁 共 振 以 及 化 学 修饰 等 手段 ,获得 
了 不 少 有 关 SOD 活性 中 心 分 子 、 原子 ,以 及 电子 信息 的 信息 。 通 过 光敏 氧化 和 次 级 自由 基 对 SOD 
的 失 活 试验 ,表明 与 Cu 配 位 的 N 原子 来 自 组 氨 酸 的 咪唑 环 ,用 组 所 酸 特 异性 的 化 学 修饰 剂 乙 氧 基 
甲酸 栈 进 行 修饰 实验 说 明 ,至 少 有 三 个 组 氨 酸 与 Cu 配 位 ,同样 证 实 Zn 也 与 三 个 组 氨 酸 配 位 ,Cu 和 
Zn 之 间 通 过 共同 连接 一 个 组 所 酸 (H61) 而 形成 所 谓 “ 咪 唑 桥 " 结 构 , 见 图 7- 68。 


图 3-66 牛 红细胞 Cu,Zn- SOD 活性 中 心 的 “咪唑 桥 "结构 示意 图 


在 “咪唑 桥 " 结构 中 ,咪唑 环 几乎 与 Cu, Zn 金属 离子 在 一 个 平面 上 , 仅 向 Cu 侧 倾斜 了 约 
0.03nm, 所 有 的 五 个 非 配 位 的 咪唑 氮 和 非 配 位 的 D 81 羧 基 中 的 氧 都 是 氢 键 相连 ,而 H61 的 咪唑 基 
的 吡咯 氧 已 被 除去 ,允许 同时 和 Cu, Zn 相配 位 。 活 性 中 心 " 袋 "的 分 子 表面 积 约 66nm, 它 是 由 主键 
和 不 变 的 侧 链 原 子 组 成 ,参与 “ 袋 " 组 成 的 氨基 酸 具 有 相应 的 不 变性 ,这 说 明 活性 袋 的 形状 对 酶 的 功 
能 起 着 关键 性 作用 。 在 “ 袋 " 的 底部 最 狭窄 部 位 有 两 个 深 洼 , 即 形成 了 特殊 键 合 位 置 :Cu 位 ”和 "水 
位 ” ,这 是 活性 中 心中 最 关键 的 部 位 。 归 纳 出 Cu,Zn - SOD 活性 中 心 结 构 有 这 样 两 个 特点 : 1) Zn 周 
围 环境 拥挤 Zn” 并 不 裸露 在 溶剂 中 ,不 直接 与 0 作用。Zo 的 作用 还 在 于 固定 "活性 袋 " 的 主 链 
和 侧 链 , 对 于 维持 SOD 的 构象 是 必 不 可 少 的 。2) Cu 是 五 配 位 ,三 肽 H44.V45.H46 的 两 个 咪唑 基 
占据 了 Cu 配 位 平面 的 反 位 , 正 是 由 于 Cu 处 于 这 样 的 歧 变 配 位 空间 环境 下 ,使 得 Cu 的 氧化 电势 
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达 0.42V , 远 高 于 含水 溶液 中 Ce 的 氧化 电势 ,所 以 说 Cur? 对 催化 0; 的 作用 机 理 有 其 特殊 性 。 

对 Fe- SOD 的 化 学 修饰 除了 发 现 组 氨 酸 残 基 与 金属 辅 基 的 配 位 并 与 活性 有 关外 ,还 表明 了 色 
氨 酸 残 基 是 与 Fe 形成 配 位 关系 的 。Mn - SOD 有 二 聚 体 ,也 有 四 聚 体 ,有 报道 二 聚 体 的 两 个 亚 基 共 
享 一 个 Mn+ 。 配 位 的 氢 基 酸 是 H28,H83,D165 和 H169, 邻近 空间 还 存在 其 他 亲 水 的 氨基 酸 残 基 
F86,W87,W131 和 允 167。 再 加 上 水 分 子 , 这 些 配 位 原子 形成 了 近似 三 角 双 锥 的 几何 构 型 ,其 中 水 
分 子 占据 了 H28 相反 的 轴 向 位 置 。 

3.6.4.3 SOD 的 作用 底 物 

在 数 以 千 计 的 酶 中 仅 SOD 的 作用 底 物 为 0; , 超 氧 阴 离子 自由 基 除 0,” 外 还 有 HO,, HO, 为 
0; -的 质子 化 产物 。0;- 与 HO; 的 化 学 反应 并 不 一 致 ,但 两 者 之 间 有 密切 联系 ,根据 

O;- + H* HO; 

可 知 0, *% HO, Ae He AR. WKAR Henderson-Hasselbalch 方程 式 


pH = pK, + 8 
[O; ] 


则 在 超 氧 阴 离子 自由 基 水 溶 中 ,pH=4.8+ logoTO 正 Sek =4.8)。 此 式 表 明 pH 值 愈 小 ,0 ” 愈 小 ， 


反之 则 愈 大 。 在 pE 为 6.5 时 ,[0; ]/[LHO; ] 为 100/1, 因 此 在 生理 情况 下 ,0;- 的 浓度 远 高 于 HO; ,这 
表明 在 生物 体内 超 氧化 物 自 由 基 存 在 的 主要 形式 为 0 . OF 有 既 可 作为 还 原 剂 供给 电子 ,又 可 作 
为 氧化 剂 接 受 电子 ,HO; ”也 有 同样 性 质 。 当 两 个 0; 或 HO, 在 一 起 相遇 时 ,一 个 0 BK HO, 可 被 
氧化 ,而 另 一 个 0 ”或 HO; 则 可 被 还 原 。 换 言 之 , 即 可 自发 地 发 生 歧 化 反应 ,其 产物 为 0, 与 H,0, 
HO, + HO; ——H, 0, + 0,(k,) 
HO; +0,” + H*—H,0, + 0,(4,) 
0,” +0,” +2H*——-H,, 0, + 0, (4; ) 
= PPB ER YR BE FS BL) : 
ki = 7.6 x 10°*L*(mol*s) 7 
| en we 10’ L: (mol*s) 7! 
/3 < 100L: (mol.s) 一 
在 需 氧 生物 中 某 些 酶 反应 可 将 0, 还 原 为 0; ,如 与 线粒体 的 电子 传递 链 有 关 的 NADH - 泛 醒 
还 原 酶 、 琥 珀 酸 脱 氢 酶 -细胞 色素 C 还 原 酶 可 通过 泛 本 氧化 还 原 反 应 中 间 物 泛 半 柄 自由 基 与 0, 的 
反应 产生 0;- 。 需 氧 生物 既 要 利用 0, ,又 要 清除 OL - ,还 要 合成 能 迅速 歧化 0; AY SOD。 大 量 事实 
证 明 ,Cu,Zn - SOD 存在 于 真 核 生 物 的 细胞 浆 中 ,Mn - SOD 存在 于 真 核 生物 的 线粒体 和 原核 生物 
中 ,Fe- SOD 仅 存 在 于 原核 生物 中 。 
3.6.4.4 俊 化 机 理 
三 类 SOD 催化 机 理应 相同 ,但 其 中 Cu, Zn - SOD 有 较 大 的 稳定 性 ,并 较 Mn- SOD 和 Fe- SOD 易 
于 制备 ,各 种 来 源 的 Cu,Zn - SOD 构造 容易 搞 清楚 ,而且 有 Cu(I) 与 Zn(I) 以 及 “咪唑 桥 ? 特 殊 结 构 有 利 
于 采用 理化 方法 探究 其 作用 ,因此 在 SOD 的 催化 反应 机 理 研 究 中 常 以 Cu, Zn - SOD 作为 对 象 。 
用 化 学 方法 ,如 用 EDTA BAF AT RRA Cu, Zn - SOD 中 的 金属 而 成 为 无 活性 酶 , 改 用 二 乙 基 二 
硫 代 氨基 甲酸 盐 (DDC) 可 除去 Cu 而 不 除去 Zn, 亦 可 使 酶 活性 完全 丧失 。 仅 除去 Zn, 尚 可 保持 大 部 
分 活性 ,但 所 不 同 的 是 酶 的 稳定 性 较 差 ,可 使 酶 活性 完全 保持 或 保持 70% 一 90% ,由 此 可 见 Cu 为 
Cu, Zn - SOD 活性 所 必需 ,而 Zn 与 酶 的 稳定 性 有 关 ,Fe- SOD 与 Mn - SOD 的 活性 也 决定 于 所 含 的 
Fe 或 Mn 的 金属 离子 。 
A 酶 促 反应 
对 于 OF 歧化 为 下 0, 与 0, 的 反应 ,SOD 与 一 般 酶 催化 反应 相 比 ,在 于 其 底 物 是 一 种 寿命 很 短 
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的 自由 基 , 这 给 SOD 的 反应 动力 学 研究 带 来 了 很 大 困难 ,能 够 直接 获得 催化 速率 常数 以 及 有 关 pH, 
抑制 剂 对 反应 速率 的 影响 等 的 信息 应 归功 于 脉冲 辐射 分 解 技术 ,脉冲 辐射 分 解 的 优越 性 在 于 它 既 
可 产生 足够 高 浓度 的 07 ( > 10>? mol/L) ,又 使 时 间 分 辨 率 达 到 Lys ,用 此 技术 测 出 牛 红 细胞 SOD 的 
催化 反应 速率 常数 为 (2.37+0.18) x 10?L.mol-1s-!( 表 3-5)。 

表 3-5 不 同 来 源 的 三 类 SOD 的 催化 反应 速度 常数 


SOD 类 型 来 源 k(L+mol~'s~!) 
Cu, Zn- SOD 牛 红细胞 (2.37+0.18) x 10? 
人 红细胞 (1.2—1.6) x 10° 
Mn- SOD 大 肠 杆菌 (1.5+0.15) x 10? 
嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 (5.5+0.2) x 10° 
Fe- SOD 发 光 杆菌 (4.2 一 6.1) x108 


细致 虫 藻 ” (8.13+0.36) x 10’ 


BOs 如 何 进入 活性 部 位 

O; 带 有 负电 荷 ,在 非 酶 反应 中 由 于 同性 相 斥 ,两 者 相遇 机 率 极 低 , 故 自动 反应 速率 也 较 小 (天 
<0.3L:mol7's7'). 

在 催化 反应 中 OF 如 何 进入 活性 部 位 呢 ? 原来 Cu, Zn - SOD 多 为 酸性 蛋白 质 ,如 哺乳 类 来 源 的 
酶 等 电 点 为 4~6, 故 在 生理 条 件 下 , 酶 分 子 表面 带 负 电荷 部 位 比较 多 , 而 在 活性 部 位 部 分 多 带 正 电 
荷 ,因此 OF 难于 在 非 活 性 部 位 碰撞 ,而 趋向 于 活性 部 位 。 活 性 部 位 通道 口 的 两 侧 赖 氨 酸 残 基 与 精 
氨 酸 残 基 都 属于 碱 性 氨基 酸 ,其 等 电 点 分 别 为 9.74 与 10.76, 它 们 带 有 的 正 电 荷 起 到 引导 OF 进入 
活性 部 位 的 关键 作用 。 在 Cu,Zn - SOD 催化 反应 中 需要 质子 的 参与 ,质子 很 可 能 来 自 此 精 氢 酸 残 
基 , 如 果 用 精 所 酸 修饰 剂 丁 二 酮 或 葵 乙 二 醛 与 Cu,Zn - SOD 反应 , 则 由 于 精 氨 酸 被 修饰 , 酶 活性 可 
丧失 99% 以 上 。 

据 Schinima 报道 ,将 羊 Cu,Zn - SOD 的 氨基 酸 残 基 排 列 顺序 与 牛 Cu,Zn - SOD 相 比 较 , 两 者 的 
序列 同一 性 虽 达 到 95% ,但 由 于 前 者 的 分 子 表面 ,尤其 是 活性 部 位 外 侧 ,多 几 个 带 正 电 荷 氨基 酸 残 
基 , 遂 影响 OF 进入 活性 部 位 ,造成 酶 活性 较 牛 Cu,Zn- SOD 低 15%. 

C 金属 离子 的 还 原 与 氧化 

Cu,Zn- SOD 催化 作用 过 程 中 Cu 的 还 原 与 氧化 不 少 事实 确证 ,Cu,Zn - SOD 的 催化 作用 与 活 
性 部 位 中 Cu 离子 的 还 原 与 氧化 密切 有 关 ,但 其 机 理 , 尚 无 一 致 结论 , 现 简 述 以 下 两 种 不 同 观点 的 假 
说 : (1) 有 的 学 者 认为 2 个 OF 的 电荷 相同 , 故 难 于 接近 ,但 通过 cu 的 配 位 ,可 加 速 OF 的 歧化 。 
(2) 有 些 学 者 认为 SOD 催化 OF 机 理 不 能 仅 用 简单 配 位 理论 来 解释 ,他 们 认为 cu 与 “相连 的 
咪唑 桥 起 着 重要 作用 。 


Cu”—— SOD Cu"-— SOD -'0F 
\- O; 
Cu 80D --.0:, Cu'—SOD- 0; 
Ko sy 
Cu’ —sop- 0; 3 Cu —— SOD 


虽然 关于 Cu, Zn- SOD 活性 中 心 的 "咪唑 桥 ? 结 构 , 尚 有 不 同 看 法 ,如 Bauer 研究 了 酵母 Cu,Zn- 
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SOD 中 金属 与 酶 蛋白 关系 ,发 现 Zn 与 Cu 共 联 的 组 氨 酸 残 基 仅 和 Zn 配 位 ,不 过 较 多 学 者 认为 ,根据 
A Cu,Zn- SOD 的 X 射 线 晶 体 结构 分 析 ,确证 Cu 与 Zn 之 间 通 过 组 氨 酸 残 基 形 成 “咪唑 桥 ” 的 结构 。 
我 们 对 牛 红 细胞 Cu, Zn - SOD 的 重组 研究 ,表明 Cu 和 Zn 与 酶 蛋白 分 子 中 的 组 氨 酸 残 基 咪 唑 环 上 
的 N 原子 之 间 的 配 位 关系 ,以 及 Cu 和 Zn 之 间 的 “咪唑 桥 " 连 接 部 分 对 酶 活性 的 表现 至 为 重要 。 我 
们 另 一 研究 结果 指出 ,电离 辐射 对 Cu,Zn- SOD 的 损伤 很 可 能 是 通过 一 部 位 的 损伤 而 引起 。 

Cu, Zn - SOD 催化 作用 过 程 中 咪唑 桥 与 Cu 的 还 原 和 氧化 的 关系 见 以 下 示意 图 : 


| Pubsits | a 
—— Tne ~lm—=—Ca pep —7Zn— ImH + Cu* 二 O» 
| |" Im Im’ “Im 
+035 
请 
0 mm 二 cu + HO: 
Im Im 


图 3-67 Cu,Zn- SOD 催化 过 程 中 "咪唑 桥 " 的 断 开 和 重 接 

这 示意 图 表明 “咪唑 桥 ? 并 非 刚性 的 固定 结构 , 而 是 一 种 柔韧 灵活 的 连结 方式 ,在 07 与 于" 的 
作用 下 可 以 暂时 断 开 , 但 又 在 另 一 0: 作用 下 ,可 以 恢复 “咪唑 桥 ? 原 来 结构 。 正 由 于 "咪唑 桥 " 这 一 
性 质 ,Cu,Zn- SOD 才 发 挥 对 0; 的 歧化 作用 。 值 得 重视 的 是 质子 的 来 源 ,Fee 和 Ward 认为 是 从 与 
Co … 配 位 的 水 分 子 的 解 离 而 来 ,有 的 学 者 认为 处 在 活性 中 心 部 位 口袋 外 侧 的 精 氨 酸 残 基 可 能 提供 
Tins. 

D 亚 基 与 亚 基 的 相互 作用 

在 Cu,Zn- SOD 的 催化 反应 中 ,2 个 亚 基 虽 独立 歧化 ,但 它们 相互 作用 也 不 可 忽视 ,如 在 辐射 所 
致 Cu,Zn- SOD 失 活 过 程 中 ,1 个 亚 基 的 失 活 可 诱导 另 一 亚 基 失 活 , 从 而 导致 2 个 亚 基 都 失 科 学 研 
究 。Fielden 采用 电子 计算 机 模拟 方法 推测 出 每 个 酶 分 子 中 只 有 一 半 的 co 参与 了 催化 反应 , 据 此 
提出 的 所 谓 的 "一半 部 位 "的 催化 机 理 , 更 可 以 反映 出 亚 基 与 亚 基 的 相互 作用 。 

上 述 的 Cu, Zn - SOD 催化 机 理 是 复杂 的 。Mn - SOD 与 Fe - SOD 的 金属 离子 与 和 蛋白质 构 造 均 与 
Cu,Zn- SOD 不 同 ,但 这 三 类 酶 的 共同 特点 都 是 涉及 活性 部 位 内 金属 离子 的 交替 还 原 或 再 氧化 ,有 
些 学 者 为 了 说 明 其 共同 催化 作用 , 常 以 下 列 通 式 表 示 ， 

E-M(n) + 0; —~E-M(n-1) +0, 


Ee Mtn= 1) 4.0; > B —M(n) 4 HO, 

FCP M(n) AJ LAE Cur* ,也 可 以 为 Fe 或 Mn , FA M(n - 1) ETRE Cu’ ,Fe Al Mn ,不 过 事实 
上 催化 机 理 并 不 能 用 通 式 来 表达 ,如 Cu, Zn - SOD 催化 机 理 就 与 通 式 不 一 致 。Mn - SOD 与 Fe- SOD 
催化 机 理 研 究 进展 虽 不 及 Cu,Zn- SOD 迅速 , 然 从 已 有 资料 可 以 看 出 其 机 理 可 能 也 与 通 式 不 同 ,而 
且 不 同 来 源 的 酶 催化 机 理 有 所 差异 。Pick 等 根据 从 大 肠 杆 菌 中 提取 的 Mn - SOD 动力 学 研究 结果 ， 
指出 酶 浓度 远 高 于 0; 的 浓度 时 出 现 的 反应 过 程 异 于 酶 浓度 低 于 0 出 现 的 反应 过 程 。McAdam 
在 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 中 得 到 Mn - SOD 的 研究 中 提出 该 酶 反应 循环 先 为 快速 的 单 电 子 氧化 还 原 循 
环 ,接着 是 通过 一 步 慢 反应 形成 一 种 基本 止 无 活性 酶 ,然后 再 恢复 到 完全 有 活性 酶 的 慢 循环 。 

3.6.4.5 SOD 与 其 他 抗 氧 酶 的 关系 

生物 体内 的 自由 基 主 要 是 0; (或 HO, ) 及 其 活性 衍生 物 , 如 了 区 0、RO、RO, 及 ROOH。 需 氧 生 
物 ,其 体内 一 定 会 有 氧化 谢 , 在 氧 代谢 反应 中 常 有 酶 促 氧化 与 还 原 。 这 表明 在 生物 体内 有 酶 参与 氧 
自由 基 的 产生 和 消除 ,最 常见 的 酶 有 超 氧化 物 歧化 酶 .过 氧化 氢 酶 、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 `. 色 氮 酸 双 
氧 酶 . 半 乳 糖 酶 . 醛 氧 化 酶 、 黄 味 叭 氧化 酶 等 。 其 中 较为 重要 的 是 SOD CAT. GSH - PX, 它们 在 体内 
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协同 作用 ,共同 构成 一 道 保 护 屏障 ,使 体内 自由 基 的 产生 和 消除 处 于 动态 平衡 。 有 关 抗 氧 酶 的 相互 
KAILA 3-68. 


= i H;O 

GSH - PX 

SOD GSH 

了 >O F H2O2 H2O + O2 

Sa RH 

OH a O; 
R* Ro; ——_—__—__.. 9 BOGE ae 
GSH - PX 
ROH 


图 3-68 SOD,CAT,GSH- PX 的 相互 关系 


从 图 中 可 见 0, 的 还 原 过 程 第 一 个 中 间 物 为 0 , SOD 的 作用 底 物 为 0 ,在 SOD 作用 下 立即 
生成 了 到 0 和 0, ,于 0, 在 CAT 的 作用 下 再 变 成 于 0 和 0,。 于 0, 也 可 在 有 GSH 存在 情况 下 ,通过 
GSH- PX 等 酶 的 作用 变 成 到 0 和 0,。 此 外 ,体内 的 0 -在 有 氧 情况 下 ,通过 GSH - PX 等 的 作用 ， 
使 RH —~ROOH 一 ~ROH, 这 就 是 脂 质 过 氧化 的 原理 。 总 之 ,由 于 生物 体内 存在 这 些 抗 氧 酶 ,使 体 
内 自由 基 的 产生 和 消除 处 于 平衡 状态 。 
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4 酶 活性 的 调节 和 酶 的 转换 


4.1 酶 活性 调节 的 多 样 性 


生命 现象 表现 了 它 内 部 反应 历程 的 有 序 性 。 这 种 有 序 性 是 受 多 方面 因素 调节 和 控制 的 ,而 酶 
活性 的 控制 又 是 代谢 调节 作用 的 主要 方式 。 酶 活性 的 调节 控制 大 概 有 下 列 九 种 方式 : 


4.1.1 酶 浓度 的 调节 


酶 浓度 的 调节 主要 有 两 种 方式 :一 种 是 诱导 或 抑制 酶 的 合成 ;一 种 是 调节 酶 的 降解 。 例 如 ,在 
分 解 代 谢 中 ,8 - 半 乳 糖苷 酶 的 合成 ,平时 是 处 于 被 阻 遇 状态 。 当 乳糖 存在 时 ,抵消 了 阻 遇 作用 ,于 
是 酶 受 乳 糖 的 诱导 而 合成 。 


4.1.2 激素 调节 


这 种 调节 也 和 生物 合成 有 关 。 但 调节 方式 有 所 不 同 。 如 乳糖 合成 酶 有 两 个 亚 基 ,催化 亚 基 和 
修饰 亚 基 。 催 化 亚 基 本 身 不 能 合成 乳糖 ,但 可 以 催化 半 乳 糖 以 共 价 键 的 方式 连接 到 和 量 白 上 形成 糖 
蛋白 。 修 饰 亚 基 和 催化 亚 基 结 合 后 ,改变 了 催化 亚 基 的 专 一 性 ,可 以 催化 半 乳 糖 和 葡萄 糖 反应 生成 
乳糖 。 修 饰 亚 基 的 水 平 是 由 激素 控制 蝗 。 妊 娠 时 ,修饰 亚 基 在 乳腺 生成 。 分 娩 时 ,由 于 激素 水 平 急 
剧 的 变化 ,修饰 亚 基 大 量 合成 , 它 和 催化 亚 基 结合 ,大 量 合成 乳糖 。 


4.1.3 共 价 修饰 调节 


这 种 调节 方式 本 身 又 是 通过 酶 催化 进行 的 。 在 一 种 酶 分 子 上 , 共 价 地 引入 一 个 基 团 ,从 而 改变 
它 的 活性 。 引 入 的 基 团 又 可 以 被 第 三 种 酶 催化 除去 。 例 如 , 酸 化 酶 的 磷酸 化 和 去 磷酸 化 ;大 肠 杆 
菌 谷 氨 酰 胺 合成 酶 的 腺 苷 酸化 和 去 腺 背 酸 化 就 是 以 这 种 方式 调节 它们 的 活性 。 


4.1.4 限制 性 蛋白 水 解 作用 


限制 性 蛋白 酶 水 解 是 一 种 高 特异 性 的 共 价 修饰 调节 系统 。 细 胞 内 合成 的 新 生 肽 大 都 以 无 活性 
的 前 体形 式 存在 ,一旦 生理 需要 , 才 通过 限制 性 水 解 作 用 使 前 体 转 变 为 具有 生物 活性 的 蛋白 质 或 
酶 ,从 而 启动 和 激活 以 下 各 种 生物 功能 : 酶 原 激 活 、 血 液 凝固 、 补 体 激 活 等 。 除 了 参与 酶 活性 调控 
外 ,还 起 着 切除 ,修饰 ,加 工 等 作用 ,因而 具有 重要 的 生物 学 意义 。 酶 原 激活 是 指 体内 合成 的 非 活化 
的 酶 的 前 体 ,在 适当 条 件 下 ,受到 HH 离子 或 特异 的 蛋白 酶 限制 性 水 解 , 切 去 某 段 肽 或 断 开 酶 原 分 
子 上 茶 个 肽 键 而 转变 为 活性 的 酶 。 如 胰 和 蛋白 酶 原 , 在 小 肠 里 被 其 他 蛋白 水 解 酶 限制 性 地 切 去 一 个 
ARK ,活化 成 为 胰 和 蛋白酶 。 血 液 凝固 是 由 体内 十 几 种 蛋白 因子 参加 的 级 联 式 酶 促 激 活 反 应 ,其 中 大 
部 分 为 限制 性 蛋白 水 解 酶 。 在 凝血 过 程 中 首先 由 蛋白 因子 ( 称 为 因子 Xa 的 和 蛋白酶) 激活 凝血 酶 原 ， 
生成 活性 凝血 酶 ;并 由 它 再 催化 可 溶性 的 纤维 蛋白 质 原 ,转变 成 不 稳定 的 可 溶性 纤维 蛋白 ,聚集 成 
网 状 细 丝 ,以 网 住 血液 的 各 种 成 分 。 在 凝血 酶 作用 下 ,收缩 成 血块 ,导致 破损 的 血管 被 封闭 而 修复 。 
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补体 是 一 类 血浆 蛋白 ,和 免疫 球 蛋 白 一 样 发 挥 防御 功能 。 免 疫 球 蛋 白 对 外 来 异物 有 “识别 ”结合 
用 和 激活 补体 作用 。 补 体 是 一 组 和 蛋白酶 (由 十 一 种 蛋白 组 分 组 成 ) ,通常 以 非 活 性 前 体形 式 存 在 于 
血清 中 ,一旦 接受 到 抗原 的 入 侵 信 和 号 ,被 限制 性 蛋白 酶 水 解 而 激活 补体 组 分 ,最 终 会 形成 “活性 复合 
物 " 执 行 其 功能 。 

4.1.5 抑制 剂 和 激活 剂 的 调节 


抑制 剂 的 调节 指 酶 活性 受到 大 分 子 或 小 分 子 抑制 剂 抑制 ,从 而 影响 酶 的 活性 。 大 分 子 如 胰 脏 
的 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ( 抑 肽 酶 ) ,小 分 子 如 2,3 -二 磷酸 甘油 酸 , 是 磷酸 变 位 酶 的 抑制 剂 。 

激活 剂 的 调节 指 酶 活性 受到 离子 ` 小 分 子 化 合 物 或 生物 大 分 子 的 激活 ,从 而 提高 酶 的 活性 。 金 
属 离子 对 酶 的 激活 最 常见 (参见 3.4) ,小 分 子 化 合 物 如 2,6 -二 磷酸 果糖 是 磅 酸 果 糖 激酶 有 效 的 激 
活 剂 ,生物 大 分 子 如 酶 原 的 激活 .cAMP 对 和 蛋白 激酶 的 激活 等 。 


4.1.6 反馈 调节 


许多 小 分 子 物 质 的 合成 是 由 一 连 串 的 反应 组 成 的 。 催 化 此 物质 生成 的 第 一 步 反 应 的 酶 ,往往 
可 以 被 它 的 终端 产物 所 抑制 ,这 种 对 自我 合成 的 抑制 叫 反馈 抑制 。 这 在 生物 合成 中 是 常见 的 现象 s 
例如 , 异 亮 所 酸 可 抑制 其 合成 代谢 通路 中 的 第 一 个 酶 一 一 苏 氨 酸 脱 氨 酶 。 当 异 亮 氨 酸 的 浓度 降低 
到 一 定 水 平时 ,抑制 作用 解除 。 合 成 反应 又 重新 开始 。 再 如 合成 喀 啶 核 背 酸 时 ,终端 产物 UTP 和 
CTP 可 以 控制 合成 过 程 一 连 串 反应 中 的 第 一 个 酶 。 反 馈 抑 制 就 是 通过 这 种 调节 控制 方式 ,调节 代 
谢 物流 向 ,从 而 调节 生物 合成 。 


4.1.7 变 构 调 节 


变 构 调 节 源 于 酶 反馈 抑制 的 调节 ,如 某 一 生物 合成 途径 表示 如 下 : 
A->B->-G;>D-- EE 
产物 了 作为 这 一 合成 途径 中 几 个 早期 的 酶 (如 A->B) 的 酶 的 变 构 抑 制剂 ,对 这 一 合成 途径 加 以 反馈 
抑制 ,避免 产物 过 量 堆积 。 变 构 抑制 剂 与 酶 的 结合 引起 酶 构象 的 改变 ,使 底 物 结合 部 位 的 性 质 发 生 
变化 并 改变 了 酶 的 催化 活性 。 变 构 酶 大 多 为 寡 聚 蛋白 ,因此 变 构 调节 的 机 理 涉 及 到 亚 基 之 间 的 相 
互 作用 ,如 将 变 构 酶 拆 分 成 单 亚 基 , 即 失去 途径 活性 ,但 仍 保持 了 酶 的 催化 活性 。 


4.1.8 金属 离子 和 其 他 小 分 子 化 合 物 的 调节 


有 一 些 酶 需要 K+ 活化 ,NHY 往往 可 以 代替 K* ,但 Na* 不 能 活化 这 些 酶 ,有 时 还 有 抑制 作用 。 
这 一 类 酶 有 工 -高 丝氨酸 脱氧 酶 丙酮 酸 激酶 天 冬 氨 酸 激酶 和 酵母 丙酮 酸 羧 化 酶 。 另 有 一 些 酶 需 
要 Na* 活化 ,K* 起 抑制 作用 。 如 肠 中 的 芒 糖 酶 可 受 Na* 激活 ,二 价 金属 离子 如 Ca ,Zn 7 Me’, 
Mn’* 往往 也 为 一 些 酶 表现 活力 所 必需 ,它们 的 调节 作用 还 不 很 清楚 ,可 能 和 维持 酶 分 子 一 定 的 三 
级 .四 级 结构 有 关 , 有 的 则 和 底 物 的 结合 和 催化 反应 有 关 。 这 些 离子 的 浓度 变化 都 会 影响 有 关 的 酶 

丙酮 酸 羧 化 酶 催化 的 反应 为 :ATP + 丙酮 酸 + HCO; 草 酰 乙酸 + ADP+ Pi, 这 是 从 丙酮 酸 合成 葡 
萄 糖 途 径 中 限 速 的 一 步 。 丙 酮 酸 的 浓度 影响 酶 的 活力 ,而 丙酮 酸 的 浓度 是 由 NAD- 和 NADH 的 比 
值 决定 的 ,NAD* 和 NADH 的 总 量 在 体内 差不多 是 恒定 的 。NADH 的 浓度 相对 地 提高 了 ,丙酮 酸 的 
浓度 就 要 降低 。 

与 此 相 类 似 的 ATP. ADP, AMP 的 总 量 在 体内 也 是 差不多 恒定 的 ,其 中 ATP, ADP, AMP 的 相对 量 
的 变化 也 可 影响 一 些 酶 的 活性 。Atkinson 提出 能 荷 (Energy charge) 作 为 一 个 物理 量 , 这 个 物理 量 数 
值 的 变化 和 某 些 酶 的 活力 变化 有 一 定 关 系 。 

[ATP] + [ADP] 


He fT = [ATP] + | ADP] + | AMP] 
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能 荷 的 数值 是 0 ~ 1, 当 腺 苷 酸 全 部 以 AMP 的 形式 存在 ,能 荷 数值 等 于 零 , 全 部 以 ATP 形式 存 
在 ;能 荷 数值 等 于 1。 细 胞 内 的 能 荷 数 值 一 般 在 0.8 ~ 0.9 之 间 ,在 这 个 范围 内 ,能 荷 数值 的 增加 可 
使 和 ATP 再 生 有 关 的 一 类 酶 ,如 糖 磷酸 激酶 丙酮 酸 激酶 丙酮 酸 脱 氢 酶 . 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 和 柠檬 
酸 合 成 酶 等 反应 速度 降低 ; 而 使 另 一 类 和 利用 ATP 有 关 的 酶 ,如 天 冬 氢 酸 激酶 、 磷 酸 核糖 焦 磷 酸 合 
成 酶 等 的 反应 速度 增加 。 


4.1.9 蛋白 质 剪 接 


20 世纪 90 年 代 初 期 ,人 们 又 发 现 了 一 种 蛋白 质 活 性 的 调节 方式 一 一 蛋白 质 剪 接 (protein splic- 
ing)。 

1990 年 首次 发 现 啤酒 酵母 细胞 的 基因 TFP, 表达 两 种 蛋白 质 , 其 一 是 液 泡 H* - ATPase 的 催化 
亚 基 (69KD) ,由 TFP, 基因 的 5? dig A 3 ”端的 编码 区 编码 , 另 一 个 蛋白 (50KD) 则 由 TEP, 基因 的 中 间 
区 域 编码 。 实 验证 明 SOKD 的 蛋白 是 被 剪 切 下 来 的 蛋白 内 含 子 (intein) ,蛋白 内 含 子 往往 具有 核酸 
内 切 酶 的 活性 ,而 69KD 的 蛋白 是 由 两 端的 蛋白 外 显 子 (extein) 连 接 起 来 的 。 此 后 ,陆续 在 古 细菌 、 
真 细菌 和 真 核 细 胞 中 发 现 了 和 蛋白质 自 我 剪接 的 现象 。 

蛋白 质 的 自我 剪接 说 明成 熟 的 蛋白 序列 与 mRNA 序列 不 一 定 顺 序 对 应 ,一 个 单一 的 前 体 蛋 白 
通过 剪接 机 制 可 以 产生 多 种 蛋白 质 分 子 , 这 种 新 的 蛋白 质 活 性 调节 机 理 还 有 待 进一步 研究 。 此 外 ， 
酶 的 区 域 化 (Compartmentation) 和 多 酶 复合 体 等 都 和 酶 活力 的 调节 控制 有 密切 关系 。 

虽然 酶 活性 的 调节 方式 有 很 多 ,但 大 致 可 分 成 两 大 类 :一 是 酶 活性 的 调节 ;二 是 酶 浓度 的 调节 。 
本 章 着 重 讨论 酶 活性 的 调节 中 两 类 很 重要 的 调节 方式 : 

(1) 通过 配 体 的 可 逆 结合 ,引起 酶 分 子 构象 改变 来 调节 酶 的 活性 。 

(2) 通过 酶 分 子 共 价 结构 可 逆 或 不 可 逆 的 改变 酶 活性 的 调节 。 


4.2 ”通过 配 体 诱导 酶 构象 改变 的 活性 调节 


酶 分 子 因 与 配 体 可 逆 非 共 价 结合 导致 构象 的 变化 ,进而 改变 酶 活性 状态 , 称 为 酶 的 变 构 调节 ， 
具有 这 种 调节 作用 的 酶 称 为 变 构 酶 。 

本 节 先 从 配 体 结合 协同 性 ,协同 配 体 结合 及 有 关 Hill 方程 .Adair 方 程 讨论 着 手 , 再 进一步 阐 
明 变 构 酶 的 基本 性 质 及 两 种 理论 模型 。 


4.2.1 配 体 和 蛋白 质 的 结合 


4.2.1.1 配 体 和 具有 单个 结合 部 位 蛋白 质 的 结合 
{BE BCE S 按 下 列 反应 和 蛋白 质 了 上 结合 


E+S=—kES 
[ES] 
结合 党 | — 二 一 一 一 一 一 一 -一 二 
则 结合 常数 K, fE)rs]* Ko.) 
和 蛋白质 的 饱和 分 数 了 可 由 下 式 给 出 : 
[ES] [ES] K,[E][S] K,[S] 


= = SS See (4-1) 
[E,] [ES]+{E] K,[E][S}+{E] 4,[S]+1 


#£( E, tHE FY LSIVER ,为 一 双 曲 线 
如 果 反 应 在 稳 态 条 件 下 进行 ,[S]> 之 [E,[S]=[S],[ES] 不 随时 间 而 变化 ,在 最 简单 系统 中 ， 
vo 和 [ES ] 成 正比 。 则 : 一 -这 | = Y,uv 对 [Sj] 作 图 ,与 了 对 [Sj 作 图 一 样 ,也 为 一 双 曲 线 。 在 稳 


态 条 件 下 ,zw 与 [S ] 的 双 曲 线 关 系 是 : Michaelis-Menten 方程 所 预示 的 。 另 一 方面 ,如 果 反 应 进行 和 
导出 米 氏 方程 所 作 的 假定 不 相符 合 ,那么 ,反应 的 动力 学 特性 和 结合 特性 通常 是 不 一 样 的 。 
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4.2.1.2 协同 性 

协同 性 : 具有 一 个 以 上 配 体 结 合 部 位 的 蛋白 质 。 在 配 体 结合 过 程 中 ,结合 部 位 之 间 ,存在 着 相 
互 作 用 的 可 能 性 。 

正 协同 性 : 一 分 子 底 物 或 配 体 的 结合 增加 了 和 蛋白 质 对 另 一 分 子 相同 的 或 不 同 的 底 物 或 配 体 的 
亲和力 。 

负 协 同性 : 一 分 子 底 物 或 配 体 的 结合 降低 了 蛋白 质 对 另 一 分 子 相同 的 或 不 同 的 底 物 或 配 体 的 
亲和力 。 

同 种 协同 性 : 一 分 子 底 物 或 配 体 的 结合 影响 了 下 一 个 相同 底 物 或 配 体 和 蛋白 质 的 结合 。 

负 种 协同 性 : 一 分 子 配 体 的 结合 影响 另 一 个 不 同 的 配 体 和 有 蛋白 质 的 结合 。 

协同 效应 : 正 同 种 , 正 异种 , 负 同 种 或 负 有 异种 。 变 构 抑 制作 用 是 负 蜡 种 协同 性 的 例子 , 变 构 激 
活 作 用 则 是 正 异 种 协同 性 的 实例 。 

4.2.1.3 正 同 种 协同 性 与 Hill 方程 

我 们 先 讨论 一 下 在 二 聚 体 蛋白 质 中 最 简单 的 正 同 种 协同 性 的 情况 ,此 和 蛋白质 具 有 两 个 相同 的 
配 体 结合 部 位 。 当 第 一 个 配 体 结合 时 ,增加 了 和 蛋白质 另 一 个 结合 部 位 对 配 体 的 亲和力 ,反应 如 下 : 


M, ee 和 ¥. 


M,S + S—<>M,S, 
式 中 M 表示 两 个 相同 亚 基 中 的 一 个 , 称 为 原 体 , M, 表示 
二 聚 体 蛋 白质 。 如 果 亲 和 力 增加 很 大 ,MS AS RIE 
M, 
快 ,在 此 条 件 下 , [MsS |>>[M,S], a Y= 和 7 对 
LS] 作 图 ,得 S 形 曲线 ,而 不 是 双 曲 线 , 如 图 4- 1 所 示 。 
对 于 完全 的 (Complete) 协 同性 来 说 ,每 个 蛋白 质 分 子 


不 是 完全 侈 和 ,就 是 无 配 体 结合 , 即 全 或 无 ,反应 可 写 为 : Bt) 在 下 各 所 大于 
协同 性 结合 的 Y-[S] 


[S] 


M, + 23 一 M> 
seme x a La 2 
iit bbl gg ci 
M, 
取 对 数 : IgK, +2lgLS] = 加 a 


[Vs ] 
= (ra, fms) hd 


MAA 个 相同 结合 部 位 的 蛋白 质 , 其 完全 的 正 同 种 协同 性 的 通 式 为 : 


IgK, + mlgLS] = 加 a ees = le( Fl (4-3) 


式 (4- 3) 为 Hi 方程 。 如 结合 遵守 此 式 ,j( 7) 对 lel SEER HEAD EO, BAR 


lg 有 ,这样 的 图 称 为 Hill 曲线 ,实验 测定 的 斜率 , 称 Hill 系数 ,以 表示 。 

Y (KF 0.1 和 高 于 0.9,Hil 曲线 斜率 趋向 于 1, 表 示 没 有 协同 性 。 这 是 由 于 在 非常 低 的 配 体 
浓度 下 ,系统 中 存在 的 配 体 对 绝 大 多 数 蛋白 质 分 子 是 不 足以 充满 一 个 以 上 结合 部 位 的 ,不论 蛋 白质 
的 亲和力 有 多 大 ;类 似 地 在 很 高 配 体 浓 度 下 ,只 有 极 少 数 蛋白 质 分 子 尚 留 有 未 被 结合 的 部 位 。 

Hill 系统 因此 取 线 性 斜率 部 分 , 即 曲线 中 间 部 分 ,此 处 表现 最 大 程度 的 协同 效应 。 对 协同 性 完 
全 的 系统 ,Hill 系统 ) 等 于 结合 部 位 数 "。 对 表现 部 分 正 协同 性 的 蛋白 质 , 仍 能 得 到 具有 线性 中 间 
部 分 的 Hill 曲线 ,但 A < n ,线性 部 分 也 较 短 。 
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在 配 体 S 是 底 物 ,反应 进行 到 产生 产物 ,Michaelis-Menten 平衡 假定 成 立 情况 下 ,反应 初速 度 wm 
cw (MS],2 = — = 了,[M]=[M]+[IMS],T >=", prt ig{ —"*-) at IgLS] 9 Hill RES AT 


V- Uo’ VD - U9 


代 图 4-2 曲 线 ,两 个 图 的 斜率 具有 相同 的 数值 和 意义 ,应 该 指出 ,虽然 了 = 子 关系 对 单 体 酶 在 稳 态 


情况 下 假定 是 成 立 的 ,但 对 较 复杂 的 寡 聚 酶 系统 ,了 = 了 的 关系 不 一 定 成 立 ,只 有 当 结合 过 程 处 于 


平衡 或 非常 接近 平衡 条 件 下 才 成 立 。 

Hill 作 图 的 一 个 主要 问题 是 需 获 得 立 的 正确 估 值 , 因 协同 系统 的 一 次 作 图 是 非 线性 的 ,但 应 用 
Eadie-Holctee 或 其 他 作 图 法 获得 王 值 , 仍 可 作出 Hill 曲线 ,并 测定 A. AVS)" 代替 [S] ,重新 一 次 
作 图 ,这 将 获得 更 线性 的 结果 ,5 值 也 更 正确 ,如 与 初始 测定 的 五 值 有 明显 的 差异 ,那么 ,用 新 的 5 
值 , 重 作 Hill 曲线 。 


1g(q4y) 


1g[S] 


图 4-2 和 蛋白质 浓度 固定 ,结合 表现 为 正 同 种 协同 性 的 Hill 曲线 
4.2.1.4 Adair 方程 
现在 我 们 讨论 一 个 具有 若干 相同 结合 部 位 的 蛋白 质 与 其 配 体 的 结合 ,对 协同 性 不 作 任何 假定 。 
每 个 结合 部 位 的 内 在 (微观 ) 结 合 常数 及 ,定义 为 蛋白 质 所 有 其 他 结合 部 位 不 存在 时 的 结合 常数 ， 
由 于 上 述 结合 部 位 都 相同 ,其 K 也 就 相同 。 但 是 ,每 步 反 应 的 实际 ( 表 观 ) 结 合 常数 都 是 不 同 的 ， 
以 具有 两 个 相同 结合 部 位 的 二 聚 体 蛋 白质 与 配 体 S 的 结合 为 例 : 
M +S==M,S 表 观 结合 常数 = Ky, 
MS + S===M,S, 表 观 结合 常数 = Ky, 
及 ,有 仅 取决 于 反应 先后 位 置 ,与 实际 结合 部 位 无 关 。 人 饱和 分 数 
“单位 体积 内 已 结合 配 体 的 原 体 数 [MS] 
”单位 体积 内 原 体 总 数 [MS] +[M] 
际 存在 的 各 种 蛋白 质 一 配 体 络 合 物 浓度 表示 : 
M, ”由 2 个 原 体 组 成 ,2 个 原 体 都 未 结合 配 体 
MS ”由 1 个 结合 配 体 和 1 个 未 结合 的 原 体 组 成 
M,S, 由 2 个 结合 配 体 的 原 体 组 成 
所 以 ,已 结合 配 体 的 原 体 总 浓度 为 : [M,S] + 2[M,S, ] = [MS] 
未 结合 配 体 的 原 体 总 浓度 为 :2[M ] + [M,S] = [MI] 
[MS] + [M] =[M,S] +2[M,S, ] +2[M,]+[M,S] 
= (LM, | + [M,S] + [Ms ]) x2 
[M, [M,S] +2[M,S ] 
[MS]+[M] 2([M,]+(M,S] +[MS, ]) 


由 于 原 体 是 以 二 聚 体 的 组 分 存在 ,了 应 该 以 实 


ae = 


(4-4) 


138 现代 酶 学 


[M,$] 
aes [M,S] = K, [M, ][S] | 
[M,S, ] | 
Ke asi] [M,S, ] = K,,[M,S][S] = K,, Ky, (M, ][S] 
代入 (4-4) 式 
K, [M, ][S] +2K,, K,, [M,][S] K, [S]+2K, K, [S} 


SS ee ne ee eee (4-5 
2([M, ] + K, [M, ][S] + Ki, K,, [M, ][S]*) 2(1+ K, [S] + K,, K b,[S]*) | 
式 (4-5) 为 二 聚 体 蛋 白质 结合 配 体 的 Adair 方程 。 
下 面 我 们 再 对 结合 部 位 间 无 相互 作用 情况 作 些 讨论 , 仍 以 二 聚 体 为 例 , 先 比较 一 下 在 相同 摩 
尔 浓 度 下 ,二 聚 体 和 假设 分 离 的 原 体 的 结合 反应 ,然后 考察 微观 和 表 观 结合 常数 的 关系 。 
二 聚 体 蛋 白质 反应 第 一 步 : 


M + S 一 二 MS 结合 常数 Ky, 
原 体 反应 
M + S 一 二 MS 结合 常数 K, 
Cus Bate ty Cue 
一 sere 或 、 Cs 
— Bik M， S M:S M2S 


原 体 M S ee 


在 正 向 反应 中 ,二 聚 体 有 两 个 游离 的 结合 部 位 , 原 体 只 有 一 个 ,所 以 , 配 体 结合 到 二 聚 体 的 可 能 
性 是 原 体 的 二 倍 。 在 逆向 反应 中 S 的 离 解 速度 ,两 者 是 相同 的 ,因此 , K =2K。 


二 聚 体 反 应 第 二 步 
M,S+S==M,S, Lea RK, 


1b te, 


M2S M2S 

原 体 反应 仍 为 : M+S==MS 

在 正 向 反应 中 ,二 聚 体 和 原 体 都 有 一 个 游离 的 结合 部 位 , 配 体 与 两 者 的 结合 可 能 性 是 相同 的 ， 
在 逆反 应 中 ,二 聚 体 有 两 个 S 离 解 的 部 位 , 原 体 仅 一 个 ,所 以 配 体 从 MLS, 离 解 的 可 能 性 是 MS 的 两 
倍 , 因 此 Ky, =1/2K。 

将 上 述 关系 式 代 入 式 (4- 5): 
2K,[S]+2-:2K,°1/2K,[S]’ _ K,[S]+ K,[S]’ 

2(1+2K,[S]+K;[S]}?) ~ (1+2K,[S]+ K;[S]*) 

K,(S](1+K,[S]) K,[S] 


= 一 一 = 一 一 (4-6) 
SS 1+ K,[S] 


Ys 
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上 式 与 具有 单个 配 体 结 合 部 位 ,了 对 [S] 作 图 为 双 曲 线 的 蛋白 质 的 表达 式 是 相同 的 。 一 般 讲 ,S 具 


有 几 个 相同 结合 部 位 的 蛋白 质 结合 ,如 结合 部 位 间 无 相互 作用 ,了 对 [S] 作 图 ,将 得 双 曲 线 。 若 结合 
反应 是 S 转 变 为 产物 的 第 一 步 , 平 衡 假设 成 立 ,wo oc [MS] ,那么 , w 对 [So] 作 图 也 将 得 到 双 曲 线 。 
从 上 述 讨论 : Ka =2K, 


K, = a Ke 
K, =4K,, 
对 正 同 种 协同 性 : 


由 于 第 一 个 配 体 分 子 的 结合 增加 了 蛋白质 对 配 体 的 亲和力 ,其 第 二 个 配 体 分 子 的 结合 比 结合 
部 位 间 无 相互 作用 的 要 快 , Ku 小 于 4K, b , 按 Adair 方程 ,了 对 [S] 作 图 ,将 得 到 S 形 曲线 [图 4-3 


(a) ] ,协同 程度 愈 大 ,曲线 S 形 特征 愈 显著 。 
在 协同 性 是 完全 的 情况 下 ， 
ii 
~ 1+K,[S} 


(JL 4.2.1.3) 


对 负 同 种 协同 性 : 

负 同 种 协同 性 使 第 二 个 配 体 分 子 的 结合 比 结合 部 位 间 无 相互 作用 的 要 慢 , 有 AF 4K, , 工 对 
[S] 作 图 , 即 非 S 形 曲线 ,也 非 矩 形 双 曲线 [图 4-3(a)]。 

配 体 与 具有 三 个 结合 部 位 蛋白 质 结 合 的 Adair 方程 : 配 体 与 具有 三 个 相同 结合 部 位 三 聚 体 蛋 
白质 (M; ) 结 合 的 三 个 结合 反应 如 下 : 


M, + S==—=M,S 表 观 结合 常数 Ky, 
M;S + S===M,S, 表 观 结合 常数 Ky, 
M,S, + S===M,S, 表 观 结合 常数 K,, 


使 用 与 二 聚 体 蛋白 质 结合 反应 类 似 推导 ,可 得 : 
K, [S]+2R K, [LS] +3K Ky K,,[S]° 
~ 3(1+K, [S] + K, K, (SI?) + K,, Ki, K, (SF i 
结合 部 位 间 无 相互 作用 : 
= K,.K, = $k, 
K, = 3K, Ki, = 3K, 
K,[ 5S] 
Adair 方 程 简化 为 : Y = 1+ KIS] 
正 同 种 协同 性 : 
K, < 3K, : Ku < 3K, 
如 果 是 完全 的 协同 性 , Hill ABK(h) = 3 
负 同 种 协同 性 : 
Au >3K, Ky, >3Ku 
配 体 与 具有 四 个 结合 部 位 蛋白 质 结合 的 Adair 方 程 : 四 聚 体 蛋白 质 (Ms ) 结 合 配 体 的 四 个 表现 
结合 常数 分 别 为 Ky 3 K,, ’ 人 ’ Ky, , Adair 方程 为 : 
K, [S]+2K, Ku LS] +3K KK LS] +4K Ky, Ki, K,[S]* 
4(1+ K, [S]+K, K, [S]’ +K Ki, Ki, (S] + Ky, KK Ko[S] ) 
结合 部 位 间 无 相互 作用 : 


Y= (4-8) 


Adair 方 程 可 简化 为 : 了 =T+ 六 TS] 
正 同 种 协同 性 : 


< 及 


8 9 
‘a 4 
如 果 完 全 的 协同 性 ,Hill AAC(h) = 4 

负 同 种 协同 性 : 

K, > SK, Ki, > 2K, 0K, 

4.2.1.5 协同 性 的 鉴别 方法 

A 动力 学 作 图 法 

鉴别 正 协同 、 负 协同 或 无 协同 效应 ,一 般 可 用 动力 学 作 图 法 (图 4-3)。 

a 类 Michaelis-Menten 作 图 

Y 对 [S] 作 图 (图 4-3(a)), 如 得 一 双 曲 线 为 无 协同 效应 ,如 得 一 S$ 形 曲线 ,表示 正 协 同 效应 。 
负 协 同 效应 的 曲线 呈 ”* 颠 艇 " 形 (buinps) ,与 无 协同 曲线 相似 ,不 易 区 别 ,但 不 是 矩形 双 曲 线 , 也 有 人 
称 为 表 观 双 曲 线 , 它 表示 随 着 配 体 浓 度 的 增高 ,曲线 的 斜率 愈 来 愈 低 , 即 速度 的 增加 愈 来 愈 小 , 恰 与 
正 协同 效应 相反 。 

b “A Lineweaver-Burk /£ I 

yale 作 图 [图 4-3(b)], 正 协同 效应 表现 为 向 上 四 的 曲线 , 负 协 同 效应 表现 为 向 下 凹 的 曲 

eR 和 则 为 直线 。 

c 类 Eadie-Hofstee 作 图 

了 对 TS 作 图 [图 4-3(c)] , 正 协同 效应 为 向 左下 目的 曲线 , 负 协 同 效 应 为 向 右上 四 的 曲线 ,无 
协同 效应 为 一 负 和 斜率 的 直线 。 

d 类 Hanes 作 图 


坟 对 [S] 作 图 [图 4- 3(d)], 正 协同 和 负 协 同 效应 也 分 别 是 向 凹 及 向 下 凹 的 曲线 ,无 协同 效 
应 仍 为 直线 。 

如 S 是 底 物 ,反应 形成 产物 ,结合 过 程 维 持平 衡 或 接近 平衡 ,[MS] 不 变 ,mx [MS], ¥ =~, [S)] 
>[P] ,在 这 些 条 件 下 ,用 wm 代表 了 ,[Su] 代 蔡 [S] 作 图 ,将 得 到 相同 的 结论 。 


Ky < Ky, Ky, < Ky, Ky, 


>=, 


1/[S] 
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图 4-3 正和 负 同 种 协同 性 四 种 作 图 ([Eoj 固 定 ) 


B 比值 R, 
Koshland 等 人 建议 用 比值 Ry 来 鉴别 不 同 的 协同 效应 。 


， _ 位 点 被 90%% 人 饱和 时 的 底 物 浓度 

”位 点 被 10 色 饱和 时 的 诡 物 浓度 
Michaelis-Menten 型 的 酶 R; =81 
AA IE PIAS BY Be Rs <81 
具有 负 协 同 效应 的 酶 R, >81 


“对 具有 mm 个 结合 部 位 的 酶 ,Hil 方程 为 : 


[s]" 
SK wie hss 村 


OF on RE Hill (ER PH m, 所 以 ， 


v 
v 


4n=1 R; = 81 无 协同 效应 
n>1 Rs < 81 产生 正 协 同 效 应 
了 二 可 R; > 81 产生 负 协 同 效应 
C Scatchard 作 图 与 平衡 透析 法 
配 体 $ 与 具有 n 个 相同 而 无 互相 作用 结合 部 位 的 寡 聚 蛋白 (上 或 M,) 结 合 
[MS] K,[S] 
~[MS]+[S] 1+K,[S] 
[MS] + [MS]K,[S] =[MS]K,[S] +{[M]K,[S] 
xa MS] _ [MS] 
"” [M][S] ({M)] - [MS])[s] 
[MS] 


= K,[M, ] - K,[ MS] (4-9) 


四 

1949 年 Seatchard 4 tH 在 上 述 条 件 下 ,对 [MS] 作 图 将 是 线性 的 ,并 具有 图 4 -4 的 特征 。 

将 平衡 透析 实验 数据 用 Scatchard 作 图 ,可 测定 协同 效应 的 类 型 和 结合 部 位 数目 。 将 已 知 浓度 
(CE) = [(M)。] 的 蛋白 质 溶液 对 已 知 浓度 (TS ]) 配 体 溶液 进行 透析 ,使 其 达到 平衡 (注意 : 蛋白 质 
和 配 体 在 数 小 时 内 须 是 稳定 的 ,结合 后 不 形成 产物 ,这 二 点 限制 了 此 方法 的 应 用 )。 在 此 系统 中 ,本 
体能 自由 通过 透析 膜 , 蛋 白质 则 固定 于 透析 膜 间隔 内 ( 例 :透析 袋 )。 透 析 袋 外 自由 配 体 波 度 可 随时 
进行 测定 , 当 平衡 时 它 与 透析 袋 内 自由 配 体 浓度 ([S]) 相 等 (图 4 - 5), 那 么 ,[S] = [S] - (MSI, 
[MS] = [S] - [s],[Sv] 已 知 ,[s] 测 定 ,[MS] 计 算出 , 即 可 作 图 求 得 结合 部 位 数 ”及 协同 效应 的 类 
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[MS]/[Sj] 


K,[Mo] =Kon[Eo] 


[MS] 


图 4-4 IS | x4 MS 9 Scatchard 作 图 ([R ] 轩 定 ) 


或 测定 袋 内 总 配 体 浓度 ( = [MS] + [S]) 和 袋 外 配 体 浓 度 ( = [S] ) ,[MS] 也 可 计算 。 
曾 用 此 技术 研究 乳酸 脱氧 酶 与 NADH 的 结合 ,结果 发 现 
四 个 亚 基 上 的 结合 部 位 间 不 存在 相互 作用 。 

超 离心 或 凝 胶 过 滤 也 可 得 到 透析 平衡 法 的 相似 结果 ,这 | “一 一 一 
都 是 基于 蛋白 质 大 分 子 比 配 体 小 分 子 移动 快 这 一 事实 而 进 1S) mean 
行 的 。 超 离心 法 是 把 无 配 体 的 蛋白 质 样品 装 在 含有 配 体 的 LES aa] 
缓冲 液 管 柱 上 面 ,离心 作用 使 蛋白 质 通过 配 体 溶液 移动 带 走 | L-—-H 
与 之 结合 的 配 体 而 使 留 在 后 面 的 配 体 浓 度 降 低 。 凝 胶 过 滤 si 
法 也 是 把 无 配 体 的 蛋白 质 样品 加 到 一 个 分 子 筛 ( 例 : Sepha- 
dex) 色 层 柱 上 ,此 柱 先 要 用 含 配 体 的 缓冲 液 平 衡 。 用 含 配 体 
的 同样 缓冲 液 洗 脱 , 由 于 蛋白 质 分 子 通过 柱 比 配 体 分 子 快 ， 
所 以 在 蛋白 质 - 配 体 络 合 物 区 带 之 后 ,有 一 个 较 低 浓度 的 配 体 区 带 。 这 样 ,都 可 将 [S] 测 出 。 

4.2.1.6 氧 和 血红 有 蛋白 的 结合 

本 节 阐 述 的 许多 工作 ,都 是 从 研究 氧 和 血红 蛋白 的 结合 过 程 开 始 的 。1904 年 Bohr 及 其 同 工 作 
者 揭示 血红 蛋白 和 氧 结合 的 饱和 分 数 了 对 氧 分 压 作 图 。 得 到 了 S 形 曲线 。 

1909 年 Hil 在 结合 部 位 间 相 互 作 用 引起 正 协 同 效应 的 基础 上 说 明 这 一 现象 ,正确 提出 每 个 血 
红 蛋 白 亚 基 含 有 一 个 血红 素 , 还 假定 协同 效应 是 完全 的 ,这 样 ,如 血红 蛋白 分 子 有 n 个 亚 基 , 总 反 


型 


oO 


4-5 平衡 透析 实验 示意 图 


Hb + nO, =—Hb(0,), 
在 此 基础 上 ,导出 Hill 方程 ,发 现 Hill ABC(h)AA 2.8. 

以 后 ,证 明 每 个 血红 和 蛋白 分 子 具 有 4 个 结合 部 位 ,因此 ,协同 效应 并 非 是 完全 的 。1925 年 Adair 
发 展 了 配 体 和 蛋白 质 结合 的 理论 ,他 认为 氧 分 子 是 以 分 离 的 四 步 结 合 于 一 个 血红 和 蛋白 分 子 , 每 步 都 
具有 一 个 不 同 的 表现 结合 常数 的 关系 ,应 能 解释 正 协同 效应 。 

1960 年 perutz 及 其 同事 用 X - 线 衍射 分 析 研 究 阐明 ,4 个 结合 部 位 处 于 非常 相似 的 微 环 境 中 ， 
血红 和 蛋白 分 子 的 4 个 血红 素 在 空间 是 完全 分 离 的 ,因此 结合 部 位 间 直 接 的 相互 作用 是 不 可 能 的 ,看 
来 ,协同 效应 的 机 制 很 可 能 与 亚 基 间 相互 作用 有 关 。 

迄今 , 氧 的 协同 效应 的 结构 基础 已 得 到 初步 解释 ,去 氧 血红 蛋白 由 于 羧 端 形成 亚 基 间 的 盐 键 ， 
因此 整个 分 子 绷 得 比较 紧 , 不 易 与 氧 结合 ,只 有 某 些 盐 键 被 打开 后 ,才能 开始 结合 。 很 可 能 是 第 一 
个 氧 结合 时 ,要 打开 的 盐 键 不 只 是 四 个 亚 基 间 的 盐 键 的 四 分 之 一 ,而 是 更 多 一 些 。 打 开 盐 键 需要 能 
量 , 因 此 第 一 个 氧 的 结合 需要 的 能 量 多 于 第 二 个 及 第 三 个 ,结合 第 四 个 氧 时 ,所 需 能 量 更 少 。 因 此 ， 
从 氧 结合 曲线 看 ,开始 ,外 界 pO, 增加 , 工 从 去 上升 比较 困难 ,从 结合 了 第 一 个 0, 开始 ,pO, 再 增 
加 ,Z 值 的 增加 就 快 了 。 所 以 了 对 pO, 作 图 , 呈 S$ 形 曲线 ,表现 出 正 协同 效应 。 血 红 和 蛋白 的 变 构 效 
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应 (血红 素 邻 近 的 变化 , 亚 基 构 象 变化 及 四 级 结构 的 变化 ) 是 它 的 协同 效应 的 结构 基础 。 
4.2.2 io 


4.2.2.1 基本 性 质 

变 构 酶 源 于 反馈 调节 的 研究 ,20 世纪 50 年 代 中 期 Umbarger 证 明 由 工 - Thr 历经 5 步 反 应 合成 工 
-Je R# , 4 L- he 合成 过 量 ,随即 对 催化 第 一 步 反 应 的 Thr 脱水 酶 产生 反馈 抑制 作用 。GCerharf 
和 pardec 在 旷 啶 核 苷 酸 合成 途径 中 发 现 终 产 物 CTP 能 反馈 抑制 催化 第 一 步 反 应 的 天 冬 氢 酸 转 氨 甲 
BEBE (ATCase) 。 

对 这 类 反馈 抑制 的 酶 活性 调控 作用 Monod 等 概括 出 下 列 几 个 要 点 。 

1) -能 调控 酶 活性 的 配 体 , 称 效应 物 ,其 分 子 结构 常 和 酶 反应 中 的 底 物 或 产物 的 结构 不 同 , 因 
此 ,这 种 效应 物 似乎 不 应 该 在 酶 的 活性 部 位 和 酶 结合 。 

2) 变 构 酶 的 动力 学 性 态 和 恒 态 酶 不 同 , 酶 反应 速度 与 底 物 浓度 间 不 是 矩形 双 曲 线 关 系 , 而 是 S 
形 曲 线 ,S 形 是 表示 在 某 一 段 的 底 物 浓度 时 , 酶 反应 速度 对 底 物 浓度 的 变化 特别 敏感 。 

3) 底 物 ,效应 物 与 变 构 酶 的 结合 显然 不 同 ,有 时 因 物 理 或 化 学 的 变化 (如 加 热 、 冰 冻 、 尿 素 \ 有 
PLAC ALIFE) , 酶 会 失去 对 效应 物 的 敏感 性 ,但 催化 活性 并 未 失去 ,这 种 脱 敏 的 酶 表现 出 正常 的 双 曲 
线 动力 学 现象 。 

4) 变 构 酶 一 般 都 是 寡 聚 蛋白 质 , 由 若干 亚 基 以 非 共 价 的 结合 方式 连结 在 一 起 。 

在 上 述 各 种 现象 基础 上 ,Monod 等 遂 提 出 效应 物 是 在 酶 的 活性 部 位 以 外 的 地 方 和 酶 合 结 的 ,这 
个 地 方 称 为 变 构 部 位 , 当 效 应 物 和 变 构 部 位 结合 后 , 即 引发 酶 活性 部 位 构象 改变 ,从 而 导致 酶 活性 
改变 。 

前 面 提 到 的 ATCase 是 具有 正 协同 效应 的 一 个 代表 。 它 催化 ASP 氨 甲 酰 化 ,这 是 喀 啶 核 苷 酸 生 
物 合成 一 系列 反应 中 的 第 一 个 反应 。 

L-ASP+ salt tae tay 氨 甲 酰 -L- ASP + Pi 、、..、CTP 
cS 


动力 学 实验 表明 , FEAR ER Td AAR EE FO, ATCase 初速 度 对 [ASP] 作 图 ,呈现 典型 的 变 构 酶 S 
TE HAG. ATP 是 它 的 变 构 激活 剂 , 终 产 物 CIP 是 它 的 变 构 抑 制剂 ,加 入 ATP 使 它 的 S 形 曲 线 趋向 于 
双 曲 线 ,ATP 能 降低 K,, (224 33% ,但 五 相同 ,CTP 的 加 入 ,使 它 的 S 形 曲线 趋 进 一 步 下 移 ,曲线 的 S 
形 更 加 显著 ,CTP 增加 K,, 值 为 S0% ,7z 却 无 明显 改变 。 上 述 结果 说 明 ,ASP 产生 正 同 种 协同 效应 ， 
ATP 产 生 正 异种 协同 效应 ,CTP 产生 负 蜡 种 协同 效应 。 

ATCase 结构 可 记 为 人 5GiG 为 催化 亚 基 ,r 
为 调节 亚 基 ) ,全 酶 中 有 两 个 催化 三 聚 体 (每 个 相对 
分 子 质量 为 100 000 道 尔 顿 ) 两 个 催化 三 聚 体 被 三 
个 调节 二 聚 体 ( 每 个 相对 分 子 质量 为 33 000 道 尔 
顿 ) 分 隔 开 ,全 酶 结构 的 结合 需 Zo 稳定 。 

每 个 调节 二 聚 体能 结合 两 分 子 CTP, 两 个 亚 基 a ager perth 
表 观 上 虽 是 相同 的 ,但 对 第 一 个 CTP 分 子 的 亲和力 
和 上 比 第 二 个 CTP 分 子 要 大 。 现 已 知 ATP 和 CTP 竞 


争 同一 结合 部 位 。 近 年 来 用 停 流 法 , 弛 殉 时 谱 法 测 ee 
定 ,实验 结果 提示 催化 部 位 间 相互 作用 可 能 是 同 构 ey 
(Concerted) OL fill , 而 催化 部 位 与 调节 部 位 间 相 互 作 图 4-6 ATC 的 动力 学 分 析 曲 线 

用 可 能 是 渐变 (Sequential) 机 制 。 用 冬 的 化 合 物 处 T :对照 由 :加 入 ATP 下 :加 入 CIP 


理 ,可 使 ATCase 脱 敏 。 协 同 效应 丧失 ,同时 也 不 受 ATP 和 CTP 的 影响 。Gerhar 认为 酶 分 子 存在 两 
种 构象 , 当 工 -天 冬 氮 酸 结合 上 去 后 , 酶 的 催化 亚 基 发 生 转 动 ,使 得 上 、 下 的 催化 亚 基 不 是 正好 相对 ， 
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酶 处 于 松弛 状态 , 弛 豫 时 谱 法 也 证 明 CTP 的 衍生 物 BrCTP 和 酶 结合 的 速度 由 构象 变化 的 那 一 步 所 
决定 ,同样 工 -天 冬 氢 酸 的 类 似 物 防 珀 酸 及 氨 甲 酰 磷酸 和 酶 结合 也 有 构象 变化 。 显 然 构象 的 变化 对 
ATC 的 调节 控制 起 着 重要 的 作用 。 

下 面 再 将 甘油 醛 - 3 - 酸 脱 酶 作为 具有 负 协 同 效应 的 一 个 实例 , 简 述 其 主要 特征 ,此 酶 催化 下 
列 反 应 : 


Cup FOORD A 
CH, OP’; —C—OH +NAD* + HPO’; —=NADH + H* + H—C—OH 


| | 
—H CH, OPO’; 
它 上 具有 四 个 亚 基 ,可 和 4 个 NAD* 44 (BAB HRA, HAGA NAD* 的 解 离 常 数 见 表 4- 1。 
表 4-1 NAD’ 的 解 离 常 数 


虾 肌 平衡 透析 测定 (mol/L) SVL LW XE (mol/L) 


ANF 51079 小 于 5x10-8 
小 于 Sx10-? 小 和 天 5x 10-8 

6x 1077 4x 10~° 
13 x 10-° 35 x 107° 


兔 肌 平衡 透析 测定 (molL) 


\\¥ 107" 
\\¥ 10-° 
3x 10-7 
26 x 10-° 


荧光 测定 的 结果 也 可 看 出 ,第 一 个 NAD* 结合 时 获 光 变化 最 大 ,随后 逐渐 减少 。 说 明 NAD* 的 
结合 引起 酶 的 构象 变化 。 由 于 K, 和 K, 接近 ,K 和 K, 相 接近 ,两 者 相差 将 近 二 个 数量 级 。 在 一 般 
情况 下 ,只 能 结合 两 个 NAD* ,表现 为 半 活 性 部 位 的 性 质 。 

不 同 的 琉 基 修饰 剂 实验 也 证 明 半 (活性 部 ) 位 反应 性 是 亚 基 构 象 变化 的 结果 , 而 不 是 由 于 存在 
两 类 不 同 的 亚 基 。 

4.2.2.2 MWC 类 型 

为 了 解释 变 构 酶 协同 效应 的 机 制 并 导出 动力 学 方程 ,已 提出 很 多 理论 模型 ,这 里 只 介绍 MWC 
和 KNF 两 种 模型 。 

1965 年 由 Monod, Wyman 和 Changeux 提出 , 故 简称 MWC 模型 ,又 称 同 构 模 型 (Concerted Model )。 
有 时 也 称 对 称 模型 ,(Symmetrical Madel) ,这 是 基于 下 列 的 假定 ,在 特定 的 蛋白 质 分 子 内 ,所 有 原 体 都 必 
须 处 于 相同 的 构象 ,全 部 是 R 构象 状态 (松弛 态 ,高 活性 ) 或 者 全 部 是 T 构 象 状态 (紧密 态 、 低 活性 或 无 
活性 ) ,不 存在 RT 杂 合 物 , 这 是 假设 不 同 构象 状态 的 亚 基 面 是 不 利于 相互 作用 的 。 有 蛋白 质 的 两 种 构象 
状态 在 无 配 体 时 处 于 平衡 ,通过 配 体 的 结合 ,平衡 被 扰动 ,这 就 能 对 协同 效应 给 予 解释 。 

现 以 具有 两 个 相同 底 物 或 配 体 结合 部 位 的 二 聚 体 蛋 白质 为 例 , 作 一 简明 讨论 。 

在 无 配 体 时 ,二 聚 体 的 两 种 构象 状态 间 存 在 着 平衡 (R, 一 了 ) ,平衡 常数 称 为 变 构 和 常数 ,用 工 
表示 , 杂 合 体 RT 被 认为 是 不 稳定 的 ,可 予 忽略 。 

配 体能 结合 于 R, 分 子 两 个 结合 部 位 中 的 任何 一 个 ,每 个 都 有 内 在 解 离 常 数 克 。 为 了 简化 , 假 
设 底 物 不 和 T 状 态 的 酶 结合 ,因此 ,只 需 考 虑 下 列 过 程 : 

人 1 (平衡 常数 工 ) 
R,+S=R,S (内 在 解 离 常数 K,) 
R,S+S=R,8, (内 在 解 离 常数 Kz) 
也 可 用 示意 图 表示 : 
OO O00 00 Xk— OO 
OO 
T, R, R,5S R,S, 
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假定 一 分 子 S 结 合 到 R, 不 改变 另 一 个 结合 部 位 对 $ 的 亲和力 。 已 结合 S 的 亚 基 浓 度 =[R.S] 
+2[R,S, ] 

亚 基 总 浓度 =2[R, ] +2[RzS] + 2[R,S,] +2[T, ] 

和 [R,S] +2[R,S, ] 

faMaY => ys eS] (RS) 41RD 

em [R,S] + 2[R,S, ] 
‘1 2([R，, | + [RS] 后 [R,S, ] 二 LLR, ]) 

tie EI Ry + SARS, AMAA HME K, = TS se 

[RS] =K, [R,][S]. FIERO, Ea ARS AT, (Ew my FL — 4 
体 可 解 离 ， 


Ky, =2x 内 在 结合 常数 = ear = 
MRE K,,[R,S] =g [Rls] 


: TRS BRS 5 a tees 
结合 过 程 第 二 步 ,R,S + S$ 一 二 R.S, , 表 观 结合 常数 Ku = TRSI(sI 
[RS] = Kb, [RSIS] = Ky, Ky, [Rs][S] 在 正 向 反应 中 , 仅 存在 一 个 未 结合 部 位 ,但 在 送 向 反应 中 


有 两 个 结合 配 体 可 解 离 。 
ale 1 1 
Ke, = 77 * RES 8 = 2 ERE 2K 


取代 上 式 中 K, Ki, URS) = 是 .CR]IS] = ES 


2[Rs][S] 2[Raz][S] =a 
Ket, sr dae Ky 
2[R, JIS] LR, j LS] 
2( [a] + aap CK.) 


上 式 就 是 二 聚 体 蛋白 质 的 MWC 方程 ,对 具有 几 个 原 体 的 蛋白 质 ,MWC 方程 为 
abe ae 

L+ 人 1+ ral 
按 MWC WE, L AA, Y Ht S| HARE S 形 ,在 下 述 情况 下 RS LHR: L = 0; n = 1, RAE 
TRA LR 状态 完全 相同 地 结合 。 


如 考虑 到 T 状 态 也 能 和 底 物 结合 ,其 内 在 解 离 常 数 为 及, 令 = 忆 同 到 。 z , 则 MWC 方程 为 ; 


Y= (4-10) 


+LIR]] RS 


Y= (4-11) 


r= Lea(1 + ca)" + a(l+a)” 
a L(1 + ce)? #Q = ape 


MWC 方程 的 推导 虽 假 定 一 分 子 配 体 的 结合 不 影响 另 一 个 结合 部 位 对 下 一 个 配 体 分 子 的 亲 和 
力 , 但 方程 与 S 形 结 合 曲线 是 一 致 的 , 它 对 协同 效应 的 解释 是 基于 R。/T, 的 平衡 。 在 无 配 体 , 工 值 
很 大 ,平衡 趋向 于 T, 状态 ,如 加 入 很 低 浓 度 的 配 体 , 这 些 配 体 还 不 能 和 少量 存在 的 R, 状态 酶 有 效 
地 反应 ,因此 只 有 很 少量 的 R,S,R,S, 等 络 合 物 形 成 。 当 配 体 浓 度 较 高 时 ,将 会 形成 相当 量 的 R,S， 
R,S 等 络 合 物 。 一 些 游离 的 Rn 将 从 系统 中 消失 ,R,/T, 平衡 被 扰动 ,更 多 的 R。 AT, 形成 ,新 形成 


(4-12) 
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MWR, 与 配 体 反 应 ,结果 再 一 次 产生 更 多 的 R,S,R,S, 等 络 合 物 。 所 以 ,T, 品种 可 看 作 是 R, WA 
器 , 当 配 体 浓 度 高 到 足以 产生 相当 量 的 蛋白 质 一 配 体 络 合 物 ,T, 才 变 为 可 利用 的 R, 。 在 络 合 曲线 
的 配 体 临 界 浓度 区 域内 ,出现 又 增 (Surge)。 当 配 体 浓 度 更 高 时 ,更 多 的 T, 被 使 用 直到 配 体 浓 度 高 
到 足以 使 全 部 T, 转变 为 R, ,此 时 蛋白 质 完全 被 配 体 所 饱和 。 因 此 ,整个 结合 曲线 是 S 形 的 ,这 是 
正 同 种 协同 效应 的 一 个 特征 ,但 MWC 模型 假定 底 物 结合 的 各 步 中 K, 不 变 , 正 同 种 协同 效应 的 产 
生 是 基于 R,/T, 平衡 移 向 R,。 显 然 ,MWC 模型 不 能 解释 负 同 种 协同 效应 。 

按 MWC 模型 , 变 构 抑制 剂 (产生 负 有 异种 协同 效应 ) 结 合 于 酶 的 T 状 态 , 并 使 了 状态 稳定 ,增加 了 工 
值 , 变 构 激活 剂 ( 产 生 正 异种 协同 效应 ) 结 合并 稳定 酶 的 R 状态 , 减 小 了 工 值 两 者 都 改变 了 R/T 平衡 。 

我 们 仍 以 二 亚 基 酶 为 例 ,在 抑制 剂 和 激活 剂 存在 下 ,有 下 列 平稳 : 


ly 
Ty ==Ry 
ky kg 
Ty + Be as Ry + Ae 3 
ky ka 
ihe bce! A i, +A 
由 于 I 和 A 的 存在 ,使 得 T 和 有 R 之 间 的 比例 产生 了 变化 , 工 变 成 了 ZZ = DT, JR, 


同样 的 方法 可 以 得 到 
QUILT IVLT, J = K, = 2LAJL Ro N/E Ra] = Ka 
[7 07/207, ] = K, [AJL Ry, 1/20 R,, | = Ky, 


Bit 1 = GABE yy 其 中 :有 = VK, 7 = [4]/K 当 有 底 物 S 存 在 的 情况 下 
Y=a(l+a)/l'+(1+ay’ 
即 了 ope attiod Haas |, (4-13) 


LG + BYIC + ry) (P4 a) 
分 下 列 两 种 情况 进行 讨论 : 
(1) 存在 抑制 剂 ,不 存在 激活 性 ,r = 0， 


re a(1 + a). 


L1 4ByY AI #0)? 
5Z(1+B8)”> 工 ,因为 8 不 可 能 是 负 值 。 所 以 抑制 剂 的 作用 是 使 工 的 数值 变 大 ,由 于 工 = T)/R,, Ae 
了 的 增 大 意味 着 To 的 浓度 增加 ,所 以 S 形 曲线 更 为 显著 。 

(2) 存在 激活 剂 ,不 存在 抑制 剂 , 8 = 0 


= a(1 +a) 机 
Y= TONG + Tea) yes 


因为 Z/(1 +r) < 工 , 所 以 激活 剂 的 作用 ,是 被 Re 增加 ,于 是 S 形 曲线 变 得 比较 地 不 明显 了 。 

变 构 酶 在 受到 效应 物 调 节 时 , 按 动力 学 性 质 的 不 同 改变 可 分 为 两 大 类 : 

(1) 天 系列 酶 

效应 物 只 改变 表 观 K。(S ; ) 不 改变 反应 7。 

(2) 三 系列 酶 

效应 物 只 改变 反应 0 ,不 改变 表 观 天 。( Sus)。 

4.2.2.3 KNF 模型 

又 称 渐 变 模型 (Sequential model) ,这 是 解释 变 构 作 用 的 另 一 种 较为 重要 的 模型 , 1966 年 由 Ko- 
shland Nemethy 和 Filmer 提出 。 在 KNF 模型 中 假设 : 

(1) 对 于 聚合 体 的 酶 来 说 ,每 个 亚 基 都 可 能 存在 两 个 状态 ,分 别 叫 R 态 与 了 态 ( 或 称 B 态 与 A 


AS) 3 


say 


(4-14) 
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(2) 结合 底 物 (或 其 他 配 体 ) 后 ,改变 了 结合 底 物 的 亚 基 的 构象 ,成 为 R 态 ,而 未 被 底 物 结合 的 
亚 基 的 构象 并 没有 发 生 显著 的 变化 , 仍 处 于 了 T 态 ; 

(3) 结合 了 一 个 底 物 (或 其 他 配 体 ) 以 后 ,可 以 引起 同一 个 酶 分 子 的 其 他 亚 基 对 底 物 (或 其 他 配 
体 ) 的 亲和力 的 增加 或 减少 。 

KNF 模型 和 MWC 模型 的 不 同 点 在 于 : 在 无 底 物 存在 时 ,不 必 假设 存在 两 种 状态 ,也 不 必 假 设 

| 一 二 Tu 的 平衡 存在 。 从 T 态 转变 为 R 态 , 是 由 底 物 (或 配 体 ) 的 结合 而 诱导 产生 的 。 如 果 酶 分 子 

是 由 个 亚 基 组 成 ,这 n 个 亚 基 的 构象 由 T 态 变 到 R 态 , 不 是 同时 进行 的 ,MWC 模型 中 不 存在 的 
RT 形 成 ,在 KNF 模型 中 是 存在 的 。 

底 物 在 KNF 模型 中 ,可 以 为 “ 正 协同 效应 ”, 也 可 以 是 “ 负 协 同 效应 ”, 取 决 于 底 物 结合 后 此 亚 基 
对 其 他 亚 基 的 影响 ,这 种 影响 若是 增 大 其 他 亚 基 对 底 物 的 解 离 常数 , 则 产生 “ 负 协 同 效应 ;反之 , 若 

是 减少 其 他 亚 基 对 底 物 的 解 离 常数 , 则 产生 * 正 协同 效应 ”。 

仍 以 两 亚 基 酶 为 例 来 说 明 此 模型 。 

一 个 二 聚 体 酶 蛋白 在 KNF 模型 中 ,其 每 个 原 体 都 可 以 R 态 或 了 T 态 构象 存在 ,因此 ,R. ,了 ,RT， 
R,S,R,S, ,RTS,RSTS,TS,TS 都 可 能 存在 ,但 为 了 更 好 说 明 协同 效应 ,在 平衡 或 接近 平衡 时 ,KNF 
线性 逐 变 模型 只 考虑 了 ,TRS, RS 三 种 形式 。 

RS 表 观 结合 常数 人 
TRS+S==R,S, 表 观 结合 常数 K, 
了 表达 式 的 导出 与 Adair 方 程 (二 聚 体 蛋 白 仅 存在 一 种 构象 形式 ) 相 类 似 。 
K, [S] +2K KU LS] 
和 于 OC K, [S]+ X,, K,,[ 57) 
MK, = 4K, ,无 协同 效应 ; 
Ku < 4K， 正 同 种 协同 效应 ; 
K, > 4K， 负 同 种 协同 效应 。 

按 Koshland 诱导 契合 理论 , 当 配 体 结合 于 了 T 态 构象 蛋白 质 时 诱导 构象 发 生变 化 (T、R) : 

bh to? TESTS 

相同 结果 也 能 从 另 一 途径 获得 , 若 存在 RT 平 衡 ,平衡 强力 趋向 于 T 态 ,S 仅 能 与 R 态 结合 , 因 
此 扰动 了 平衡 : 

T, + S=—=TR+S——>TRS 
在 两 种 情况 下 TIS, TR 存在 量 可 予 忽略 ,平衡 时 ,存在 的 构象 品种 是 相似 的 。 
我 们 选择 后 一 途径 ,讨论 KNF 模型 。 


K O K, Kerr LJ® 
RS TRS 


oy 


分 析 此 过 程 需 引 入 下 列 常 数 : 


开 , 一 一 构象 变化 T 一 二 R 的 平衡 常数 : 
sant 

K,—R+S= RS RMMAG HA: 
[RS] 
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Ker» Ker» Km 一 相互 作用 常数 ,表示 守 聚 蛋白 各 种 构象 形式 的 相对 稳定 性 ; 
fA URRY ge RTT he. Sen 
sg IER PFs ERALT 2) EIDE 
为 了 简化 计算 过 程 中 的 数学 表示 ,使 所 有 亚 基 的 相互 作用 都 以 标准 态 为 准 , 令 Ky =1 
例 : 如 Ker >1,RT He TT BRE , DORR S 的 结合 。 
Q Ker <1,RT HE TT ABE ,S 的 结合 将 是 困难 的 。 
VA EIB Fs AT HT ZT, +S TRS, Wl: 


Kyr 
Ky =2°KK, RE 


Xt T-RS +S==RS-RS 


pice: Kon 
2S KR) = 


Ky, 
代 人 了 表达 式 , 得 : 
二 MRR Bl KR RS LT ’ 
tL A 2K,K,Ker(S] + K2K2K TS (4-16) 
如 Ky ~ Ker Kens Ky, = 4K, 为 无 协同 效应 , 原 体 间 所 有 相互 作用 都 是 相同 的 。 
如 Ky = Ker< Kr ’ 人 4K, 为 正 同 种 协同 效应 ; 
如 Kay = Kpr>> Kpr 》 K, > 4K, 为 负 同 种 协同 效应 。 
此 外 ,如 Kop > Km 之 Kir,RT 杂 合体 得 难 存在 ,这 是 MWC 模型 假设 的 条 件 。 
假设 该 系统 含有 抑制 剂 或 激活 剂 , 其 速度 方程 的 导出 较为 复杂 ,不 如 MWC 模型 得 到 的 结果 简明 。 


T 状 态 (A) 杂 合 状态 R 状 态 (B) 


图 4-7 =4 变 构 酶 可 能 存在 的 状态 (虚线 包括 部 分 为 MWC 模型 中 存在 的 状态 ; 
实 线 包 括 部 分 为 KNF 模型 中 存在 的 状态 ) 


4 酶 活性 的 调节 和 酶 的 转换 149 


应 该 指出 ,无论 是 MWC 模型 还 是 KNF 模型 都 只 是 考虑 了 最 简单 的 情况 , 亦 即 图 4- 7 中 虚线 
和 实 线 框 出 的 情况 ,忽略 了 框 外 其 他 情况 ,因此 对 于 实验 结果 的 解释 ,可 能 都 还 有 一 定局 限 性 。 

4.2.2.4 变 构 酶 的 调节 功能 

正 协 同 效应 和 负 协 同 效应 对 于 生物 体内 不 同 功能 的 调节 都 具有 重要 的 生理 意义 。 

正 协 同 效应 提供 了 一 个 配 体 浓度 变化 对 酶 反应 速度 影响 极为 敏感 的 区 间 , 即 S 形 曲线 的 中 间 
“ 陡 段 "。 在 此 区 间 以 外 , 配 体 浓 度 的 变化 对 于 反应 速度 影响 都 比较 小 。 对 于 一 个 底 物 同时 受 几 种 
酶 的 作用 , 底 物 在 各 个 途径 的 分 配 可 以 通过 正 协 同 效应 的 酶 来 实现 , 变 构 抑制 剂 使 灵敏 的 陡 段 右 
移 ,也 就 是 说 只 有 在 更 高 的 底 物 浓度 下 ,才能 使 这 个 酶 有 效 地 作用 。 例 如 , 氨 甲 酰 磷酸 是 合成 CTP 
的 原料 ,也 是 合成 Arg 的 原料 , 工 -天 冬 氨 酸 甲 酰基 转移 酶 的 正 协同 效应 使 氨 甲 酰 磷 酸 在 两 条 合成 
途径 中 能 够 获得 合理 的 分 配 。 

负 协 同 效应 提供 了 一 个 配 体 浓度 变化 对 酶 反应 速度 影响 相对 不 敏感 的 区 间 。 对 于 许多 酶 都 需 
要 的 底 物 ,但 其 中 有 一 条 途径 特别 重要 , 负 协 同 效应 就 可 使 其 稳定 地 进行 。 如 NAD* HIF ARABS 
的 共同 底 物 ,甘油 醛 - 3 -磷酸 脱氧 酶 为 保证 糖 酵 解 过 程 能 正常 地 运行 ,NAD” 的 结合 产生 负 协 同 效 
应 ,NAD* 和 此 酶 的 结合 的 解 离 常 数 很 小 ,因此 尽管 底 物 NAD* 的 浓度 很 低 , 也 能 够 和 酶 顺利 地 结 
合 , 但 是 当 NAD* 浓度 升 高 时 , 酶 结合 了 两 个 NAD* 以 后 ,第 三 个 或 第 四 个 NAD * 结合 就 非常 困难 ， 
除非 NAD* 的 浓度 高 出 两 个 数量 级 才 会 进 一 就 的 结合 ,这 样 就 保证 了 甘油 醛 - 3 -磷酸 脱 氢 酶 的 反 
应 速度 一 定 程度 上 不 受 其 他 反应 的 影响 。 


4.3 ”通过 酶 共 价 结构 改变 的 活性 调节 
这 类 调控 方式 又 可 再 分 为 不 可 道 的 和 可 逆 的 两 种 。 


4.3.1 共 价 结构 不 可 逆 改 变 的 活性 调节 


很 久 以 前 就 已 知道 许多 蛋白 酶 是 以 无 活性 的 前 体 ( 酶 原 ) 形 式 被 合成 出 来 ;再 经 其 他 和 蛋白酶 作 
用 变 为 活化 的 酶 , 酶 原由 蛋白 水 解 作用 活化 的 一 些 实例 列 于 表 4- 2。 


表 4-2 SERRA RE 


胰 和 蛋白酶 胰 和 蛋白酶 原 胰 分 这 物 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 RABY 

aE A SHEE A BR 胰 分 沁 物 

羧 肽 酶 RAK AR RAW 

磷脂 酶 A 磷脂 酶 原 A> 胰 分 泌 物 

胃 和 蛋白 酶 胃 蛋 白 酶 原 分 沁 到 胃液 内 ,在 pHl1 ~ 5 具有 最 大 活性 
凝血 酶 凝血 酶 原 血 凝 系统 的 一 部 分 

Clr Clr AMA RSE 1 5d — BB 

几 丁 质 合成 酶 酶 原 与 酵母 细胞 分 裂 时 隔膜 形成 有 关 


上 表 前 四 种 酶 都 是 先 在 胰 脏 腺 泡 细 胞 中 以 酶 原形 式 合成 ,再 贮存 于 酶 原 颗 粒 里 , 酶 原 从 酶 原 颗 粒 释 
放 到 十 二 指 肠 内 是 受 激 素 ,主要 是 肠 促 胰 酶 肽 - 胰 酶 分 记 素 和 胰 记 素 调控 的 ,蛋白 质 的 消化 需要 这 
些 专 一 性 不 同 的 酶 协同 作用 才能 完成 ,协调 是 由 一 个 共同 因素 来 达到 的 即 这 些 酶 原 全 由 胰 蛋 白 酶 
作用 而 被 活化 , 见 图 4-8。 

这 些 酶 原 活化 时 ,都 是 从 Lys 和 Ang 残 基 的 羧 端 肽 键 断 开 , 这 和 胰 和 蛋白酶 专 一 性 是 一 致 的 。 
例 : 胰 和 蛋白酶 原 活化 时 从 肽 链 N 端 切 去 一 个 6 肽 Val. Asp.Asp'Asp.Asp.Lys。 为 了 说 明 胰 蛋白 酶 启 
动 酶 原 活 化 的 过 程 ,必须 考虑 另 一 个 蛋白 酶 , 肠 肽 酶 (前 称 肠 激酶 ) 的 作用 , 肠 肽 酶 是 在 小 肠 上 皮 细 
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胞 的 刷 状 缘 处 合成 , 当 它 进入 十 二 指 肠 时 , 以 很 高 的 专 一 性 催化 胰 和 蛋白酶 原 活化 ,产生 的 胰 蛋 白 酶 
就 催化 其 他 酶 原 的 活化 。 图 4- 8 显示 出 几 个 重要 的 调控 特征 ,其 中 主要 一 点 是 酶 原 不 能 过 活化 ， 
否则 胰 脏 将 受到 损害 (急性 胰腺 炎 就 是 胰 脏 合成 的 蛋白 酶 前 体 过 早 被 活化 ), 因 此 , 肠 肽 酶 所 启动 的 
酶 原 活化 部 位 ,离开 产生 酶 原 的 部 位 必须 有 一 段 距离 ,以 策 安 全 。 活 化 蛋白 酶 的 产量 是 由 分 记 到 十 
二 指 肠 的 内 酶 原 的 量 控制 的 ,而 酶 原 的 量 又 是 激素 调控 的 。 偶 而 蛋白 酶 也 会 把 自身 降解 为 氨基 酸 
和 小 肽 ,经 肠 道 重新 吸收 ,用 于 蛋白 质 合 成 。 这 种 短 寿 命 的 水 解 酶 人 类 胰 脏 平均 日 产量 竟 有 10g 之 
多 。 


胰 蛋 白 酶 原 


eR St on 
so 
REAM 


A 
; 羧 肽 酶 原 的 活化 
到 弹性 蛋白 酶 原 的 活化 


图 4-8 胰 脏 蛋白 酶 的 协调 活化 


为 阻止 胰 和 蛋白 酶 原 过 早 活化 , 另 有 一 种 附加 的 机 制 ,这 就 是 在 胰 分 废物 里 存在 着 胰 和 蛋白酶 抑制 
BA , 约 为 分 记 物 蛋白 质 含量 的 29% ,与 酶 原 颗 粒 中 可 能 存在 的 活化 胰 和 蛋白酶 紧 紧 结合 ,以 确保 胰 
蛋白 酶 原 仅 在 生理 上 合适 的 时 间 和 合适 的 地 点 才 被 活化 ,这 就 是 当 胰 和 蛋白 酶 原 在 小 肠 里 遇 到 肠 肽 
酶 时 才 被 活化 。 肠 肽 酶 生产 的 调控 ,迄今 尚未 搞 清 。 

图 4- 8 也 显示 了 信和 号 的 放大 作用 ,这 是 一 个 很 重要 的 概念 。 少 量 的 肠 肽 酶 能 迅速 产生 大 量 的 
胰 蛋 白 酶 ,由 于 一 分 子 酶 在 短 时 间 内 能 作用 于 许多 底 物 分 子 , 所 以 胰 蛋 白 酶 随即 将 更 大 量 的 其 他 活 
性 蛋白 酶 产生 出 来 。 

放大 作用 的 特征 也 可 从 血 凝 系统 和 补体 激活 系统 阐明 ,在 血 凝 系统 ,一 系列 酶 和 和 蛋白质 因子 依 
次 相互 作用 , 以 级 联 反应 方式 ,终于 导致 凝血 酶 原 活 化 产生 凝血 酶 ,凝血 的 内 部 途径 如 图 4- 9 所 
示 。 

图 4- 9 中 罗马 字母 表示 凝血 因子 , 右 下 脚 加 a 表示 已 活化 ;P' 工 表示 磷脂 。 


名 OR 

纤维 蛋白 质 原 
凝血 酶 原 

组 织 促 凝 血 酶 原 激酶 
Ca” + 

促 凝 血球 蛋白 原 

促 凝 血球 蛋白 

自 凝 血 酶 原 工 

抗 血 友 病 球 蛋 白 
自 凝血 酶 原 工 
凝血 酶 原 激酶 原 
血浆 促 凝 血 酶 原 激酶 前 体 
接触 因子 

血 纤维 交 链 酶 


| 
路 


i — i — i — 


凝血 酶 催化 纤维 蛋白 原 限 定数 量 Arg - Gly ARSE ZK AR PAE A EE A I a BE 
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块 ,经 血 纤维 蛋白 分 子 间 相互 交 联 而 巩固 。 血 液 凝 固 存在 着 两 种 激活 途径 ;外 部 途径 由 伤害 组 织 
放 的 脂 蛋白 启动 ,内 部 途径 由 围绕 在 受 损 血 管 表面 的 纤维 蛋白 胶原 与 某 种 激发 因子 接触 而 引发 ,在 
两 种 途径 中 , 酶 促 反 应 一 个 连 着 一 个 ,使 开始 的 微弱 信号 逐 级 放大 ,以 确保 很 快 产生 足够 量 的 纤维 
蛋白 ,阻止 血液 流失 。 生 物体 的 凝血 系统 是 一 个 复杂 的 过 程 ,我 们 仅 从 酶 原 活化 的 一 个 方面 来 了 解 
这 个 过 程 , 看 到 了 通过 级 联 式 的 酶 的 作用 ,把 信号 不 断 放大 ,对 外 来 意外 的 条 件 作出 有 效 的 反应 的 
过 程 。 

补体 是 一 类 血浆 蛋白 ,是 可 被 许多 抗原 搞 
体 反应 激活 的 一 组 蛋白 酶 ,包括 十 一 种 蛋白 组 区 Ml. 

分 ,它们 通过 级 联 反应 而 被 激活 最 后 形成 “ 攻 膜 | 

复合 物 "。 对 入 侵 生物 ,例如 细菌 能 引起 破坏 最 
终 导致 溶解 。 补 体系 统 的 启动 常 由 结合 于 人 入侵 
生物 表面 的 抗体 分 子 聚 集 所 引起 ,这 种 聚集 ,经 
依次 活化 多 种 酶 原 而 激活 补体 系统 各 组 分 ,最 
终 使 人 侵 生物 的 膜 破裂。 

从 上 述 讨论 ;可 以 了 解 到 共 价 结构 不 可 首 
改变 的 酶 活性 调节 ,实际 上 是 酶 原 活化 过 程 , 受 
这 种 机 制 调节 的 酶 具有 下 列 特点 :都 以 无 活性 
的 酶 原形 式 合成 ,分 沁 ; 当 生 物体 需要 时 ,就 会 
受到 相应 蛋白 酶 的 限制 性 水 解 作 用 而 被 活化 ， 
能 将 微弱 的 初始 信号 ,经 级 联 酶 反应 迅速 放大 ， 
对 外 来 条 件 作出 有 效 的 反应 ;活性 蛋白 酶 完成 
特定 的 功能 后 , 即 被 降解 ,而 不 是 再 变 回 酶 原 ， 
活化 过 程 是 不 可 逆 的 ; 受 这 种 方式 调控 的 酶 主 
要 是 一 些 消化 酶 ,与 生物 体 防 御 功 能 有 关 的 酶 。 


4.3.2 共 价 结构 可 逆 改 变 的 活性 调节 


现在 已 知 有 相当 多 的 酶 是 以 两 种 不 同 催 化 
性 能 的 形式 存在 ,在 其 他 酶 的 作用 下 能 互相 转变 ,也 就 是 这 些 酶 是 通过 可 逆 的 共 价 修饰 以 调节 其 活 
性 。 磷 酸化 酶 可 作为 这 类 酶 的 典型 实例 , 它 催 化 下 列 反应 : 

( 糖 原 ), + IE BERR FEU), + a -D -葡萄 糖 - 1 -磷酸 

磷酸 化 酶 以 两 种 形式 存在 :磷酸 化 酶 b, 需 依赖 AMP 才 有 活性 ;磷酸 化 酶 a 不 需要 依赖 AMP 即 
有 活性 ,磷酸 化 酶 a 和 的 共 价 结构 差别 仅 在 Ser, ,a 是 磷酸 化 的 ,b 没有 磷酸 化 。 再 比较 两 种 形式 
酶 的 三 维 结构 ,可 发 现 N 端 1- 19 氨基 酸 肽 段 的 构象 是 明显 不 同 的 ,b 形式 酶 肽 段 是 柔性 的 ,而 a 形 
式 酶 是 有 序 化 的 ,这 是 由 于 磷酸 化 的 Sers 和 具有 阳 电 和 荷 的 Arg69 相互 作用 所 致 。 


图 4-9 凝血 的 内 部 途径 示意 图 


ATP ADP 
Mg”* 
磷酸 化 酶 b 磷酸 化 酶 a 
(E+ CH: — OH 
ee nd 
正 磷酸 H2O 


b->~a 反 应 由 磷酸 化 酶 激酶 催化 , 需 ATP 和 Mg ; 
ab 反应 由 磁 酸 化 酶 磷酸 酶 催化 ,有 正 磷 酸 释 出 。 如 果 反 应 以 循环 方式 进行 ,总 的 结果 是 
ATP 水 解 为 ADP 和 正 磷酸 。 
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由 激素 启动 磷酸 化 的 级 联机 制 如 图 4- 10 所 示 。 


PFE AiR 38 “5 3 腺 苷 酸 环 化 酶 
活化 


胞 表面 的 受 体 
结合 


ATP CAMP (一 一 ww ) 
iM — Rie 
RC R + 2C 
蛋白 激酶 调节 亚 催化 亚 基 
(无 活性 ) 基 二 体 (有 活性 ) 
pai iy ph on 
ATP ADP 
磷酸 化 酶 b BEB Ma 
(无 活性 ) (sie (有 活性 ) 


图 4- 10 磷酸 化 酶 由 激素 启动 活化 的 级 联机 制 
已 报道 有 140 多 种 酶 和 蛋白 质 的 生物 活性 是 受 可 逆 共 价 修饰 调控 的 , 表 4-3 列 出 了 其 中 13 


表 4-3 受 可 逆 共 价 修饰 调控 活性 的 酶 和 蛋白 质 


酶 或 蛋白 质 修饰 类 型 生物 功能 
磷酸 化 酶 磷酸 化 糖 原 代谢 
糖 原 合成 栈 磷酸 化 糖 原 代谢 
磷酸 化 酶 激酶 磷酸 化 糖 原 代谢 
PERRIN HIE SR 磷酸 化 糖 原 代谢 
果糖 -2,6- 二 磷酸 酶 
6 -磷酸 果糖 - 2 -激酶 磷酸 化 调节 糖 原 酵 解 
丙酮 酸 脱 氢 酶 
复合 物 (哺乳 动物 ) 磷酸 化 丙酮 酸 进入 三 羧 酸 循环 
支 链 2 HR 
脱 氢 酶 复合 物 磷酸 化 Leu: Ile: Val 的 降解 
乙酰 CoA 羧 化 酶 磷酸 化 脂肪 酸 合成 
肌 宁 蛋白 
肌 球 蛋白 轻 链 | wa 肌 内 收缩 
Gin 合成 酶 sible 
(哺乳 动物 ) ea 
Gln 合成 酶 Meer 作为 N 的 供 体 
(大 肠 杆菌 ) 
RNA 核 苷 酸 转 ADP “bE 在 T4 OR TRIES, LY 0 w- 亚 基 
移 酶 (大 肠 杆菌 ) Ag 残 基 被 修饰 ,关闭 了 突 主 基 因 的 转录 


大 多 数 可 逆 共 价 修饰 是 磷酸 化 - 去 磷酸 化 循环 ,修饰 部 位 通常 是 Ser 侧 链 ,但 磷酸 酶 抑制 蛋白 
则 在 Thr 侧 链 。 另 一 具有 代表 性 的 例子 为 下. coli 谷 氨 酰 胺 合成 酶 活化 的 共 价 调控 模式 。 谷 氮 酰 胶 
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-合成 酶 参与 了 氨基 酸 的 脱 所 作用 ,动物 体内 的 氨基 所 可 用 于 谷 氨 酸 色 氮 酸 和 组 氨 酸 嗓 哈 和 喀 啶 核 


苷 酸 及 氨基 糖 的 合成 。 脑 细胞 中 在 大 量 的 谷 氨 酰 腕 和 谷 氨 酸 ,这 些 氨基 酸 的 会 降低 a - 酮 成 二 酸 
Ke, Fit TCA 循环 和 能 量 代谢 ,因此 谷 氢 酰胺 合成 酶 的 活性 需 严 格调 控 。 谷 氨 栈 腕 和 谷 氨 酸 合 
成 反应 如 下 : 
a- 酮 戊 二 酸 + 4 ERK + NADPH + H* 一 一 2 GAR + NADP* 
AR + NH, + ATP 一 一 谷 氮 酰胺 + ADP + P, 
E.coli 谷 氮 酰 胺 合成 酶 的 活性 由 两 种 不 同 但 联 锁 的 机 制 调节 :反馈 抑制 导 制 的 变 构 调 节 和 共 


fad SUES BEC | [ esc F oh, 


Hie eS AL 


二 Gln Ct ee eee 
KG 


CMP) 、 as 人 二 


H.O 


图 4-11 E.coil 中 谷 氨 酰 胺 合成 酶 的 活性 调节 


价 修饰 调节 。 共 价 修饰 调节 包括 一 系列 复杂 的 级 联 调控 步骤 (图 4- 11)。 谷 氢 酰 胺 合成 酶 的 腺 苷 酰 
化 和 脱 腺 苷 酰 由 同一 种 酶 复合 物 催化 ,该 复合 物 由 腺 苷 酸 转移 酶 和 调节 蛋白 Pr 组 成 。Pr 分 子 是 
否 被 腺 苷 酰 化 决定 了 该 复合 物 催化 腺 苷 酰 化 或 脱 腺 苷 酰 反 应 。 尿 苷 酰 转移 酶 可 以 使 Pr 分 子 特殊 
位 点 被 尿 苷 酰 化 变 为 Pr- UMP, 再 与 腺 苷 酰 转 移 酶 结合 ,使 谷 氨 酰 胺 合成 酶 脱 腺 苷 酰 化 成 为 活化 的 
形式 ,没有 被 尿 苷 酰 化 的 Pr 分 子 与 腺 苷 酰 转移 酶 结合 ,使 谷 氨 酰 胺 合成 酶 腺 苷 酰 化 而 失 活 。 尿 音 
酰 转移 酶 活性 被 ATP 和 o - 酮 成 二 酸 激活 , 谷 氨 酰胺 抑制 ,这 种 活性 调控 方式 保证 了 谷 氢 酰 胺 含量 
丰富 ,使 其 合成 速度 下 降 , 非 尿 苷 酰 化 的 Pr 分 子 堆积 激活 了 腺 苷 酰 转 移 酶 催化 谷 氨 酰 胺 合成 酶 被 
腺 苷 酰 化 的 反应 , 谷 氢 酰 胺 合成 酶 活性 降低 。 反 之 ,如 果 细 胞 缺少 谷 氮 酰胺 ,ac - 酮 戊 二 酸 和 ATP 
量 丰富 ,这 一 调控 方式 激活 了 谷 所 酰胺 合成 酶 的 活性 。 

很 少 有 关于 未 经 共 价 修饰 和 经 过 共 价 修饰 的 酶 的 X- 射 线 衍 射 结 构图 谱 的 比较 来 解释 为 何 共 
价 修饰 可 以 改变 酶 的 催化 活性 ,也 许 共 价 修饰 稳定 了 酶 的 某 种 构 型 (R 或 T 型 ) ,或 者 共 价 修饰 直接 
改变 了 撒 物 或 调节 物 的 结合 部 位 。 

除 表 4- 2 所 列 各 种 修饰 类 型 外 ,还 存在 其 他 类 型 的 修饰 ,其 中 包括 甲 基 化 、 乙 酰 化 \Tyr 化 \ 硫 
酸化 。 

对 酶 的 可 逆 共 价 修饰 调节 的 生理 意义 ,已 有 许多 综述 ,下 面 特 别提 出 其 中 的 两 点 。 


154 现代 酶 学 


(1) 由 于 酶 从 一 种 形式 转变 为 另 一 种 形式 是 酶 催化 的 。 所 以 活性 酶 数量 能 迅速 发 生变 化 , 反 
应 开始 的 信号 也 迅速 被 逐 级 放大 。 

(2) 酶 的 活性 形式 和 非 活 性 形式 连续 互 变 状态 下 ,对 生物 体 代谢 环境 的 变化 ,随时 准备 应 答 的 
可 逆 共 价 修饰 系统 较 不 可 逆 共 价 修饰 能 作出 更 多 更 及 时 的 调控 反应 。 


4.4 代谢 途径 中 酶 活性 的 调节 


代谢 途径 中 酶 的 调节 是 指 在 相关 的 代谢 途径 中 一 串 酶 及 位 于 调节 点 的 关键 酶 活性 的 调节 。 某 
一 代谢 途径 的 末端 产物 浓度 往往 可 以 影响 该 代谢 途径 起 始 阶段 的 某 一 步 反 应 ,这 种 影响 称 为 反馈 。 
若 该 代谢 的 速度 由 于 反馈 而 加 速 , 称 为 正 反 馈 , 反 之 则 称 为 负 反馈 。 反 馈 调 节 可 通过 诱导 、 阻 遇 和 
变 构 等 方式 进行 。 有 时 代谢 途径 的 限 速 反应 被 两 个 或 两 个 以 上 的 酶 所 催化 ,这 些 酶 称 为 同 工 酶 ,这 
些 同 工 酶 的 活性 被 各 自分 支 代谢 途径 的 产物 浓度 所 调节 。 我 们 以 糖 代谢 中 糖 酵 解 的 标志 酶 -磷酸 
果糖 激酶 和 糖 原 分 解 代谢 中 的 关键 酶 - 糖 原 磷 酸化 酶 为 例 来 说 明代 谢 过 程 中 酶 活性 的 调节 机 制 。 


4.4.1 磷酸 果糖 激酶 


磷酸 果糖 激酶 (PFK) 即 6 -磷酸 甲 糖 激酶 (FEF-6- 了 激酶 ) ,催化 ATP 上 的 磷 酰 基 转 移 到 了 F-6-P 
的 C 位 上 形成 了 -1,6-2P, 这 一 步 是 酵 解 反应 的 关键 步骤 , 酵 解 的 速度 决定 于 该 限 速 酶 活性 的 高 
低 。PFK 是 由 四 亚 基 组 成 的 变 构 酶 ,ATP 和 PFK 的 底 物 ,也 是 该 酶 的 变 构 抑 制剂 ,柠檬 酸 、 脂 肪 酸 可 
加 强 这 种 抑制 效应 ,ATP 的 抑制 效应 可 被 AMP,ADP ,磷酸 等 代谢 物 逆 转 。 

体外 磷酸 果糖 激酶 的 动力 学 性 质 如 图 4- 12 所 示 : 


2 | 低 [LATP] 


高 [F-6-P] 
. = 低 [F-6-P] 
+AMP 


1K [F-6-P] 


[ATP] [F-6-P] 
| (b) 


图 4- 12 ”磷酸 果糖 激酶 的 动力 学 性 质 


该 图 显示 了 了 -6- 了 和 ATP 之 间 存 在 着 相互 作用 :F-6- 了 浓度 低 时 ,高 的 ATP 浓度 会 抑制 
PFK 的 活性 (a) ,而 高 的 TAP 浓度 下 , 酶 活性 对 F-6- 了 浓度 作 图 时 反应 曲线 呈 $ 型 。 酶 最 初 的 活 
性 调节 机 制 基于 图 (a) 所 表现 的 动力 学 性 质 提 出 的 :ATP 的 浓度 的 变化 决定 了 PFK 的 活性 ,由 此 调 
节 了 酵 解 途径 的 流量 。 如 静止 的 肌肉 中 ATP 浓度 高 ,抑制 了 酶 的 活性 , 酵 解 的 流量 降低 ,ATP 的 生 
成 量 减 少 。 但 有 人 发 现 这 个 由 体外 的 动力 学 实验 得 出 的 理论 与 体内 的 调节 过 程 并 不 一 致 : 某 一 种 
苍蝇 飞行 时 运动 的 肌肉 中 ATP 的 浓度 与 静止 的 肌肉 中 ATP 的 浓度 相 比 ,仅仅 下 降 了 10% ,而 酵 解 
的 流量 却 增加 了 100 倍 ! 

随后 人 们 提出 了 多 种 理论 来 解释 这 一 现象 。 有 一 种 解释 模型 认为 PFK 对 酶 的 激活 作用 被 
ADP, AMP 等 代谢 物 放大 ,该 模型 认为 在 腺 苷 酸 激酶 作用 下 体内 存在 着 下 列 平衡 : 

ATP + AMP ADP 

肌肉 中 由 于 [ATP] 高 于 [ADP] [AMP] ,所 以 ATP 浓度 的 微小 变化 会 引起 ADP、AMP 浓度 较 大 的 
变化 ,比如 测定 上 述 的 苍蝇 飞行 肌 中 AMP 浓度 ,与 静止 时 比较 ,增加 了 2.5 倍 ,因此 认为 PFK 活性 
是 由 ATP、ADP、AMP 共同 调控 的 。 但 人 们 发 现 这 一 调控 方式 还 不 足以 解释 代谢 流量 发 生 的 大 的 变 
化 。 到 底 是 什么 因素 能 灵敏 地 调节 PFK 的 酶 活性 呢 ? 底 物 循环 理论 认为 -6-P 和 F-1,6-2P 


RE 
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之 间 存 在 着 下 列 平衡 (图 4- 13): 
ATP ADP 


PFK 


FBPase 


A4-13 底 物 循环 示意 图 
PFK: 磷酸 果糖 激酶 ”FBPase: 果糖 - 1,6- 二 磷酸 酶 


底 物 循 环 使 两 个 酶 的 活性 可 以 分 开 调节 ,这 种 调节 方式 比 单独 调节 一 个 酶 的 活性 要 容易 得 多 ， 
这 一 步 反 应 速度 取决 于 正 逆反 应 速度 的 差 值 。 运 动 的 肌肉 中 ATP 浓度 下 降 ,AMP 浓度 升 高 ,AMP 
激活 PFK 酶 活性 ,但 抑制 FBPase 酶 活性 ,因此 AMP 浓度 的 微小 变化 导致 -6- P->F-1,6-2P 流 
量 有 大 的 变化 ,估计 信号 可 放大 100 倍 。 底 物 循 环 假设 解释 了 代谢 净 流 量 对 AMP 浓度 的 敏感 性 。 
但 有 人 发 现在 鼠 肝 组 织 中 正常 生理 条 件 下 如 果 考 虑 酶 的 区 域 化 等 因素 , 底 物 循环 速率 几乎 可 忽略 
不 计 。 这 样 又 出 现 了 另 一 种 循环 机 制 ( 见 图 4- 14): 
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图 4-14 循环 系统 示意 图 


星 号 表示 ”“C ,在 系统 中 加 入 5 一 H,U 一 C 标 记 的 FE-6- 了 ,在 PFK 和 醛 缩 酶 作用 下 转化 为 同位 
素 标 记 的 D -甘油 醛 - 3 -磷酸 和 磷酸 二 羟 丙 酮 ,在 磷酸 丙 糖 异 构 酶 作用 下 D -甘油 醛 - 3 -磷酸 C-2 
位 上 -了 与 水 溶液 中 的 H 发 生 交换 ,然后 在 醛 缩 酶 和 FBPase 作用 下 转化 成 丢失 了 ”于 标记 的 F-6- 
P, 系 统 中 加 入 5- H,U 一 C 标 记 的 F-6-P 后 定时 取样 分 析 , 发 现 F-6-P 的 ?H/f 比值 下 降 , 并 可 
测定 循环 速率 ,证 实 了 循环 的 存在 。 循 环 机 制 认 为 :PFK (EFA 8 - F- 6 - P, PERE a - F-1,6- 
2P 激 活 ;FBPase 作用 于 ua-F-1,6-2- 了 P, 酶 活性 被 8-F-6-P 了 激活。 酶 专 一 性 的 差异 以 及 F-6- 
P 和 F-1,6-2P 之 间 这 种 缓慢 (速度 常数 约 1/ 秒 ) 而 自发 的 异 头 物 异 构 化 反应 造成 细胞 内 了 -6- 了 
和 F-1,6-2P 之 间 c 和 8 异 头 物 分 布 不 平衡 ,由 此 放大 了 AMP 和 其 它 代 谢 物 对 代谢 的 调控 。 

20 世纪 80 年 代 初 ,人 们 注意 到 F-2,6-2-P 是 PFK 有 效 的 变 构 激 活 剂 , 它 是 迄今 为 止 已 知 的 
肝脏 组 织 中 的 PRK 最 强 的 激活 剂 ,与 AMP 协同 酶 活性 ;也 是 肝脏 组 织 中 PFK 的 强 抑制 剂 ,与 ATP 
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协同 抑制 酶 活性 。PFK - 2 和 FBPase- 2 分 别 催化 了 FF-2,6-2-P 的 合成 与 降解 反应 ,这 两 个 酶 是 
由 相同 的 两 个 亚 基 (分 子 量 分 别 为 $3 000) 组 成 的 同一 种 酶 ,只 是 由 于 可 逆 的 磷酸 化 作用 而 造成 不 
同 的 酶 活性 , 酶 分 子 的 Ser 残 基础 酸化 变 成 水 解 酶 的 活性 ,去 磷酸 化 则 变 为 激酶 的 活性 (图 4-15)。 


cAMP- 依 赖 的 蛋白 激酶 


ATP ADP F-6-P i ADP 
nm _\2, 磷酸 化 WA ak 
活性 酶 活性 Ps Nee oe 
ADP 


F-Z; 6-2P 


pe A 


4 PFK FBPase & 


激酶 活性 : PEK - 2; 磷 酸化 酶 活性 : FBPase - 2 
Al4-15 F-2,6-2P 合 成 与 降解 示意 图 
很 多 证 据 表 明 肝 脏 中 FF- 2,6- 2P 在 调控 PFK fl FBPase 中 起 了 决定 性 作用 ,并 协调 了 细胞 内 
糖 酵 解 和 糖 异 生 的 平衡 。 所 以 肝脏 中 糖 酵 解 的 流量 是 由 于 F-2,6-2P 水 平 控制 ,而 不 是 ATP,AMP 
和 柠檬 酸 水 平 控制 的 。 但 在 其 他 组 织 中 还 没有 足够 的 证 据 表 明了 - 2,6- 2P 对 酵 解 强 有 力 的 调节 
作用 。 


4.4.2 磷酸 化 酶 


磷酸 化 酶 是 控制 糖 原 分 解 代 谢 的 调控 酶 ,控制 着 糖 原 降 解 途径 。 所 谓 调控 酶 是 指 代谢 反应 中 
酶 活性 低 ,催化 的 反应 远离 平衡 ,反应 速率 较 慢 因而 决定 整个 代谢 反应 速度 的 酶 。 糖 原 降 解 代 谢 途 
径 所 包含 的 反应 过 程 虽 少 ,但 涉及 的 调控 机 制 却 很 复杂 。 

碟 酸 化 酶 活性 的 调节 途径 有 多 种 。 酶 的 共 价 修饰 调节 :在 酶 的 共 价 修饰 对 酶 活性 的 调节 (4.3) 
中 介绍 了 无 活性 的 磷酸 化 酶 b 分 子 上 Sen4 被 磷酸 化 酶 激酶 磷酸 化 成 为 活性 的 磷酸 化 酶 a, 磷 酸化 
酶 磷酸 酶 则 可 以 逆转 此 过 程 , 这 一 可 逆 过 程 伴随 着 酶 分 子 四 级 结构 的 改变 :b 为 二 亚 基 酶 ,a 为 四 亚 
基 酶 。 除 了 改变 共 价 结构 调节 酶 的 活性 外 ,生物 体内 还 存在 着 另 一 条 活化 磷酸 化 酶 的 途径 即 配 体 
诱导 的 活化 途径 ;一 些 配 体 可 以 与 酶 结合 ,使 酶 的 构象 发 生变 化 从 而 改变 酶 的 活性 ;如 AMP, IMP 可 
以 活化 b 型 酶 ,但 这 一 效应 被 ATP, ADP, UDPG 和 G-6- 了 PP 对抗。 因而 当 AMP 浓度 高 ,而 ATP Al G 
-6- 了 浓度 低 时 ,b 型 酶 被 激活 。 如 有 一 种 鼠 的 肌肉 中 缺乏 磷酸 化 酶 激酶 的 活性 ,不 能 通过 将 酶 从 
ba 的 转换 激活 酶 ,这 种 鼠 肌 中 磷酸 化 酶 的 活化 就 是 通过 IMP, AMP 诱导 激活 的 。 

共 价 修饰 调节 酶 的 活性 又 可 分 为 两 类 :激素 启动 磷酸 化 酶 活化 的 级 联 调控 机 制 (图 4- 10) 和 神 
经 冲动 (通过 Ca 作用 ) 活 化 磷酸 化 酶 途径 。 低 浓度 Ca 在 Mg 和 ATP 存在 时 可 激活 磷酸 化 酶 激 
RAE ,激活 位 点 不 同 于 cAMP 依赖 的 蛋白 激酶 激活 部 位 。 由 肌 浆 内 质 网 释放 的 Ca 可 应 答 神 经 
冲动 并 促 发 肌肉 收缩 ,由 此 说 明 消 耗 ATP 的 肌肉 兴奋 和 产生 ATP 的 糖 原 磷 酸化 途径 之 间 关 系 密 
切 。 

磷酸 化 酶 激酶 有 四 亚 基 组 成 :wa(M.145 000) ,8(M.128 000) , y( M45 000) 和 6(M.16 000)。w， 
8 亚 基 与 酶 的 磷酸 化 功能 有 关 , y 亚 基 上 含有 酶 的 活性 中 心 ,$ 亚 基 的 性 质 类 似 于 调 钙 蛋 白 。 由 
Ca 活化 的 磷酸 化 酶 激酶 将 Ca 结合 于 8 亚 基 上 ,触发 了 一 系列 构象 变化 使 y 亚 基 转变 为 活性 形 
式 。 电 肉 中 存在 着 一 种 肌 钙 蛋白 ,其 浓度 远 高 于 调 钙 蛋 白 , 生 理 作 用 是 调节 肌肉 收缩 。 在 Ca 存 
在 下 与 磷酸 化 酶 激酶 的 8 亚 基 发 生 作 用 而 使 激酶 活化 ,这 一 调节 方式 对 于 糖 原 降解 与 肌肉 收缩 的 
同步 和 协调 非常 重要 。 

现在 认为 由 激素 活化 途径 和 神经 冲动 激活 的 途径 是 互相 关联 的 ,如 Ca* - 调 钙 蛋白 系统 可 以 
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影响 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 和 3 ,5 - cAMP 磷酸 二 酯 酶 活性 (cAMP 水 解 为 AMP) ,这 一 系统 还 可 激活 多 
种 蛋白 激酶 使 一 系列 的 酶 磷酸 化 如 糖 原 合成 酶 、 酷 氨 酸 产 化 酶 等 。 而 CAMP -依赖 的 重 白 激酶 又 可 
催化 肌 钙 蛋白 的 磷酸 化 以 调节 肌肉 的 运动 。 

人 们 用 一 系列 的 实验 方法 在 生物 体内 和 体外 证 明了 磷酸 化 酶 活化 的 级 联 途径 。 显 然 , 一 旦 级 


联 途 径 被 启动 ,生物 体内 还 必需 具有 一 种 能 切断 磷酸 化 酶 活性 的 机 制 以 阻止 糖 原 不 必要 的 损耗 ,如 


激酶 (cAMP 依赖 的 蛋白 激酶 .Ca - 调 钙 蛋 白 系统 激活 的 多 种 蛋白 激酶 、 磷 酸化 酶 激酶 ) 的 活性 可 被 
一 种 或 多 种 磷酸 酶 作用 而 逆转 。 磷 酸 酶 有 两 种 类 型 : | AUR RE AR AY) 8 亚 基 优 先 脱 
磷酸 ,这 种 酶 有 两 种 相同 的 催化 亚 基 ,相对 分 子 质量 各 都 为 3 700。 开 型 磷酸 酶 则 使 oe 亚 基 优 先 脱 
磷酸 ,共有 2A,2B 和 2C 三 种 类 型 ,催化 亚 基 各 不 相同 。 现 在 知道 很 多 抑制 蛋白 只 能 抑制 工 型 磷酸 
酶 , 却 不 能 抑制 工 型 磷酸 酶 ,如 抑制 蛋白 工 ,分子 量 为 20 000, 在 肌肉 中 的 浓度 工 型 磷酸 酶 浓度 其 作 
用 方式 很 有 意思 ,只 有 当 它 在 cAMP 依赖 的 蛋白 激酶 作用 下 本 身 的 Ser 侧 链 被 磷酸 化 才能 对 工 型 磷 
酸 酶 起 作用 : 


肾上腺 素 一 ~。AMP 依赖 的 亚 此 ”磷酸 化 


蛋白 激酶 激酶 调控 磷酸 化 酶 b 
eit 和 磷酸 化 酶 a 
ie 之 间 的 转化 


抑制 蛋白 工 一 >~ 工 型 磷酸 
这 一 在 体内 可 以 应 答 吧 上 腺 素 的 磷酸 化 机 制 是 激酶 和 磷酸 酶 作用 能 协调 进行 ,精细 地 调节 磷 
酸化 酶 的 活性 。 


4.5 酶 的 转换 


酶 在 细胞 的 代谢 中 不 断 的 合成 和 降解 的 过 程 称 为 酶 的 转换 (enzyme turnover) , 酶 的 转移 是 酶 活 
性 调节 的 重要 方式 之 一 ,细胞 内 所 有 的 生物 分 子 包括 酶 都 会 受到 环境 因素 的 影响 ,比如 超 氧 阴离子 
会 影响 酶 的 结构 构象 和 活性 ,从 这 个 角度 来 看 受 损伤 的 酶 分 子 被 转换 掉 可 看 作 是 酶 分 子 的 质量 控 
制 过 程 。 酶 浓度 在 合成 和 降解 的 过 程 中 保持 动态 平衡 。 不 同 的 酶 分 子 在 细胞 中 的 半衰期 相差 很 
大 , 短 则 几 分钟 长 则 数 月 。 一 般 代谢 途径 的 第 一 个 酶 和 催化 限 速 步骤 的 酶 在 体内 转换 速度 很 快 , 因 
为 这 些 酶 活性 需 严 格调 控 。 酶 的 半衰期 可 从 理论 上 推导 : 


酶 原 一 … > 酶 一 > 降解 产物 
E] 


di 
= ir k, - kglE] 


式 中 , 下 为 :时 的 酶 浓度 , kN EE Ch CR BE, iu AU EB DE ko ABE rT AR EE. ,此 
MHS k, = LE, |, Ja 


d[E] 


dt =k, - kalE.,] a [E] 


积分 ,得 : 

In(LE,,] - [E]) = - kyt + #7 
FORSTER TENS RE, 

Ig(v,, -v) = —kyt + WR 


以 (vs — v STE (ER , 4 A, 值 , 酶 的 半衰期 为 : 
mn2 ”0.693 
‘te 了 ky ° kg 
由 于 细胞 内 的 酶 是 由 合成 和 降解 两 个 相反 的 过 程控 制 的 ,我 们 就 从 这 两 方面 来 进行 讨论 究竟 
哪些 因素 决定 了 酶 的 转换 速率 。 
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4.5.1 酶 合成 的 调节 


酶 分 子 合成 的 调节 就 是 酶 基因 表达 的 调节 , 既 基 因 转 录 和 翻译 水 平 上 的 调节 ,转录 水 平 上 的 调 
节 研 究 得 较 清 楚 的 有 原核 生物 E.eoli 中 的 乳糖 操纵 子 模型 ,清楚 地 阐明 了 酶 合成 的 诱导 和 阻 过 是 
在 调节 基因 的 产物 - 阻 歇 蛋白 的 作用 下 通过 操纵 基因 控制 结构 基因 的 转录 ,原核 生物 中 转录 和 翻译 
是 偶 联 的 。 真 核 生 物 基 因 表 达 的 调节 比 原核 生物 复杂 得 多 ,细胞 内 DNA 含量 远 远 超 过 原核 细胞 ， 
且 大 部 分 用 于 储存 调控 信息 , 真 核 生物 基因 一 般 不 组 成 操纵 子 ,mRNA 的 半衰期 较 长 ,转录 后 mRNA 
前 体 通过 不 同 的 剪接 会 产生 不 同 的 mRNA, 真 核 生 物 和 原核 生物 在 翻译 完成 后 都 需要 进行 一 系列 
加 工 和 修饰 才能 折叠 成 正确 的 酶 蛋白 分 子 , 现 在 认为 可 能 多 肽 链 的 氨基 酸 顺 序 中 存在 着 第 二 遗传 
密码 - 折 允 密码 决定 着 肽 链 的 空间 结构 ,翻译 的 过 程 是 一 个 非常 复杂 的 生物 反应 过 程 , 需 要 两 百 多 
种 因子 的 参与 。 目 前 ,用 分 子 生物 学 的 方法 调控 酶 的 合成 来 生产 次 级 代谢 物 已 成 为 酶 工程 的 一 个 
热点 ,弥补 了 以 往 被 动 地 筛选 菌 种 生产 基因 工程 产品 的 不 足 。 


4.5.2 酶 降解 的 调节 


4.5.2.1 酶 降解 的 作用 机 制 
酶 的 降解 大 多 在 细胞 内 进行 。 据 估计 肝 细 胞 中 40 多 蛋白 质 由 溶 酶 体 蛋 白 酶 降解 ,60% 由 非洲 
酶 体 蛋白 酶 降解 ,估计 胞 汁 中 至 少 存 在 四 大 类 和 蛋白酶 系 :两 类 是 由 Ca 活化 的 蛋白 酶 (calpains) ,一 
类 是 多 亚 基 的 中 性 蛋白 酶 (分 子 量 约 700KD) ,还 有 一 类 是 分 子 量 更 大 的 ATP 依赖 的 和 蛋白酶 体 (pro- 
teasome) 。 目 前 研究 得 比较 清楚 的 降解 途径 主要 有 两 条 : 溶 酶 体 降 解 途径 (又 称 非 ATP 依赖 型 降解 
途径 ) 和 泛 素 蛋白 标记 的 降解 途径 (又 称 ATP 依赖 型 降解 途径 ) 。 溶 酶 体 中 含有 大 量 的 和 蛋白酶 ,由 
内 吞 而 进入 溶 酶 体 的 蛋白 质 在 酸性 条 件 下 无 选择 性 地 被 将 解 , 最 后 变 为 小 肽 和 和 氨基酸 。 溶 酶 体 蛋 
白 酶 主要 降解 半衰期 较 长 的 和 蛋白质。 胞 计 内 四 大 类 和 蛋白 酶 分 子 两 差异 很 大 ,分子量 越 大 ,其 专 一 性 
越 高 ,调节 机 制 也 越 复杂 ,如 真 核 细胞 中 广泛 存在 的 泛 素 (Ub) 可 选择 性 地 标记 蛋白 质 然 后 进行 降 
解 。 作 用 方式 如 下 : 
E, -SH+ ATP + Ub - COOH->E, - S- CO - Ub + AMp + PP, 
E, -S— CO-Ub+E, - SHE, - S- CO- Ub+ E, - SH 
E, -S- CO - Ub + P- NH,—E, - SH+ P- Ub (Ey) 
E, : 泛 素 活化 酶 ”也 : 泛 素 载体 蛋白 £:2R- SHERM PP: SAR 
Ub 是 由 76 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 ,在 ATP 存在 时 , 泛 素 的 羧基 Ub - COOH SERIAL TR 
基 孔 -SH 共 价 结合 ,再 与 泛 素 载体 蛋白 作用 ,得 到 活化 的 泛 素 :也 -S- CO- Ub, 在 泛 素 -蛋白 连接 
酶 催化 下 活化 的 泛 素 分 子 转移 到 被 降解 的 蛋白 质 的 Lys - NH, L, BH RRIZAMICHAHE, A 
后 被 体内 的 蛋白 酶 复合 体 分 解 。 
定点 突变 实验 证 实 了 特殊 序列 的 泛 素 标记 的 和 蛋白质 在 体内 被 优先 降解 ,将 泛 素 基 因 连 接 在 8 
- 半 乳 糖苷 酶 基因 N -未 端的 Met 上 ,得 到 产物 为 : 
NH, 一 Ub 一 Met 一 8-galactosidase — COOH 
将 8 - 半 乳 糖苷 酶 的 N -末端 Met 进行 一 系列 的 置换 ,发 现 未 端 为 Ser,Ala, Gly 等 氨基 酸 时 ,8 - 半 乳 
糖苷 酶 在 体内 较 稳 定 , 未 端 为 he, Gin, Glu, Tyr 时 酶 的 降解 速度 增加 , 若 末 端 为 Lau, Asp, Phe, Arg, 
Lys 时 , 酶 分 子 非常 不 稳定 ,说 明 N -未 端 残 基 的 性 质 对 和 蛋白质 的 稳定 性 有 很 大 的 贡献 。 
磷酸 化 也 是 一 种 标记 和 蛋 白质 使 其 优先 降解 的 方法 。 如 细菌 生长 在 以 醋酸 为 碳 源 的 培养 基 上 
时 , 糖 异 生 途 径 非常 活 牙 以 产生 大 量 的 己 糖 ,一旦 在 培养 基 中 加 入 葡萄 糖 , 糖 异 生 途 径 马 上 被 抑制 ， 
原因 是 因为 催化 糖 异 生 途 径 限 速 步骤 的 果糖 二 磷酸 酶 稳定 性 发 生 了 变化 ,其 降解 速度 常数 fa 从 每 
小 时 0.008 增加 到 0.42( 酶 的 降解 速度 一 般 服 从 一 级 动力 学 ,w = kyl E]) ,果糖 二 磷酸 酶 的 Ser 残 基 
被 磷酸 化 , 数 分 钟 内 酶 活性 急剧 下 降 , 半 小 时 内 酶 即 降解 ,说 明 磷 酸化 导致 酶 失 活 并 成 为 酶 降解 的 
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标记 。 谷 氨 酸 脱 氢 酶 丙酮 酸 脱 氢 酶 \HMCG - CoA 还 原 酶 等 都 是 磷酸 化 作为 酶 降解 标记 的 酶 。 说 明 
酶 的 转换 速度 与 酶 的 结构 有 关 。 

4.5.2.2 酶 降解 的 化 学 信号 

大 量 实验 证 明了 酶 的 结构 与 转换 速度 的 相关 性 ,如 上 所 述 N -末端 残 基 的 性 质 、 酶 的 磷酸 化 标 
记 。 进 化 似乎 赋予 细胞 内 酶 分 子 构象 极 大 的 稳定 性 ,任何 修饰 或 改变 酶 结构 的 因素 都 会 降低 酶 的 
稳定 性 ,成 为 被 降解 的 信号 , 损伤 的 酶 分 子 二 分子 结构 发 生 的 某 些 化 学 变化 成 为 蛋白 水 解 酶 水 解 
的 标志 而 优先 降解 ,如 突变 的 分 子 比 天 然 存 在 的 分 子 更 容易 降解 ,基因 工程 中 要 得 到 一 个 高 表达 的 
突变 分 子 很 困难 就 是 因为 突变 酶 比 天 然 存 在 的 酶 容易 降解 。 又 如 酶 分 子 上 Lys, Arg, Pro 等 残 基 对 
体内 的 氧化 系统 特别 敏感 ,大 肠 杆菌 和 鼠 肝 来 源 的 蛋白 酶 只 作用 于 被 氧化 的 谷 氢 酰胺 合成 酶 却 不 
降解 天 然 酶 ,氧化 也 成 为 酶 优先 水 解 的 标志 。 

一 些 实验 发 现 某 些 分 子 量 大 的 亚 基 较 分 子 量 小 的 亚 基 更 容易 降解 ,推测 可 能 是 分 子 量 大 的 亚 
基 上 存在 着 对 蛋白 酶 敏感 的 位 点 。 等 电 点 较 低 , 玻 水 性 较 高 的 酶 转换 速度 较 快 ,但 这 些 规则 却 都 存 
在 例外 。 

与 辅 因子 结合 力 弱 ,容易 变性 的 酶 似乎 也 被 优先 降解 。 如 酶 的 底 物 、 以 PLP 为 辅 基 的 酶 结合 
PLP 时 ,全 酶 对 蛋白 酶 的 反应 不 敏感 ,但 脱 掉 辅 基 , 酶 很 容易 被 蛋白 酶 水 解 。 

实际 上 要 找 出 半衰期 比较 短 的 酶 分 子 的 结构 特征 目前 还 有 一 定 难度 ,因为 目前 大 量 结构 已 搞 
清楚 的 酶 大 多 是 体内 较 稳 定 的 酶 ,而 转换 速度 较 快 的 酶 细胞 内 含量 较 少 ,了 解 的 结构 信息 相应 也 
少 , 有 人 用 显 微 注射 法 将 纯化 的 几 十 种 已 知 结构 和 序列 的 酶 注入 细胞 ,测定 各 种 蛋白 质 的 半衰期 ， 
结果 发 现 半衰期 小 于 2 小 时 的 酶 分 子 在 一 个 或 多 个 区 域内 富 含 Pro,Glu,Ser 和 Thr, 简 称 PEST Fr 
列 ,虽然 这 一 序列 的 功能 还 不 明确 ,但 富 含 这 一 序列 的 酶 确实 容易 被 泛 素 分 子 标记 。 
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5 fl 工 酶 


早 在 1895 年 ,Fischer 等 就 提出 了 同 工 酶 的 概念 , 即 不 同 种 类 \ 不 同 器 官 和 组 织 起 源 的 酶 可 作用 
于 同一 底 物 ,催化 相同 的 化 学 反应 ,但 其 性 质 可 以 不 尽 相 同 。 但 是 ,直到 20 世纪 50 年 代 后 ,由 于 人 
们 对 酶 的 本 质 一 一 蛋白 质 有 了 明确 的 认识 ,特别 是 随 着 胰岛 素 结构 的 弄 清 以 及 对 蛋白 质 构象 有 了 
较 清 楚 的 了 解 ,这 为 研究 同 工 酶 确立 了 牢固 的 理论 基础 。 同 工 酶 的 存在 十 分 普遍 ,无 论 是 微生物 ， 
还 是 动物 和 植物 ,在 其 同一 物种 的 不 同 个 体 ,或 是 同一 个 体 的 不 同 器 官 、 细 胞 ,或 是 同一 细胞 的 不 同 
部 位 ,以 及 生物 在 生长 发 育 的 不 同时 期 和 不 同 的 代谢 条 件 ,都 有 不 同 的 同 工 酶 分 布 。 目 前 ,50% 以 
上 的 酶 分 子 都 已 发 现 有 同 工 酶 存在 。 

同 工 酶 最 初 在 英文 方 文献 中 同时 出 现 两 个 词 isozyme 和 isoenzyme, 后 来 统一 为 isozyme。 同 工 
酶 的 测定 不 但 有 助 于 临床 诊断 ,也 是 研究 代谢 调节 、 分 子 遗传 .生物 进化 ` 个 体 发 育 、 细 胞 分 化 和 癌 
变 的 有 力 工具 ,在 生物 学 、 分 子 酶 学 ,临床 医学 中 均 占 有 重要 地 位 。 


5.1 同 工 酶 的 结构 基础 


同 工 酶 之 所 以 能 催化 相同 的 反应 ,是 因为 其 在 活性 中 心 的 结构 上 有 类 同 之 处 ,而 它们 之 所 以 存 
在 着 物理 特性 、 催 化 性 质 及 免疫 特异 性 的 区 别 ,也 由 于 在 分 子 组 成 和 结构 上 有 一 定 的 差别 。 


5.1.1 同 工 酶 的 一 级 结构 的 差异 


同 工 酶 在 一 级 结构 上 的 差异 大 致 有 三 种 情况 。 

(1) 分 子 量 不 同 ,氨基 酸 组 成 相差 悬殊 。 例 如 细胞 膜 上 有 两 种 半 乳 糖苷 转移 酶 同 工 酶 工 和 工 ， 
它们 的 分 子 量 分 别 为 5 4000 和 76 000, 其 氨基 酸 组 成 、 含 糖 量 及 糖 链 组 成 相差 甚大 ,电泳 `. 层 析 、 底 
物 特 异性 和 某 些 动力 学 参数 也 十 分 不 同 ,可 以 想像 ,它们 有 不 同 的 免疫 特异 性 和 不 同 的 水 解 肽 谱 。 

(2) 分 子 量 接近 ,但 氨基 酸 组 成 及 水 解 后 肽 谱 不 同 ,免疫 性 质 也 不 同 。 如 免 醛 缩 酶 (ALD) 的 A 
WEA C 亚 基 ,分子量 分 别 为 40 000 和 37 000, 以 及 大 鼠 丙 酮 酸 激酶 (PK) 的 工 亚 基 和 M 亚 基 ( 相 对 
StF RBA 60 000) 都 属于 这 种 情况 , 见 表 S5- 1。 


表 5-1 免 醛 缩 酶 和 大 鼠 丙 酮 酸 激酶 同 工 酶 的 氨基 酸 组 成 ( 残 基数 / 亚 基 ) 
免 醛 缩 酶 (ALD) 大 鼠 丙 酮 酸 激酶 (PK) 


=: 


氮 基 酸 残 基 
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免 醛 缩 酶 (ALD) 


(3) 分 子 量 接近 , 氨基 酸 组 成 类 似 , 水 解 后 肽 谱 也 较 近 似 , 但 免疫 性 质 不 同 。 如 醇 脱 氢 酶 
(LDH) 的 A(M) 亚 基 和 B(H) 亚 基 ( 分 子 量 约 为 35 000) 以 及 ALD 的 A 和 B 亚 基 ( 分 子 量 约 为 39 000) 
都 属于 这 一 类 。LDH 是 研究 得 最 深入 的 一 组 同 工 酶 , 猪 和 鸡 A 亚 基 和 了 B 亚 基 及 狗 鱼 的 A 亚 基 的 一 
级 结构 均 已 前 明 。 其 中 猪 的 LDH- BA 331 个 氨基 酸 残 基 ,LDH- A 有 329 个 氨基 酸 。 对 照 A、B 两 
亚 基 其 同一 性 在 75% 左 右 ,活性 中 心 附 近 接近 辅酶 或 底 物 各 氮 基 酸 残 基 , 十 分 类 似 ( 表 S$- 2)。 


表 S5-2 ， 猪 乳酸 脱 氢 酶 活性 中 心 附近 氨基酸 残 基 的 比较 


酶 蛋白 上 残 基 接 近 残 基 酶 蛋白 上 残 基 接近 残 基 

辅酶 的 部 位 me EE BSL 输 栈 的 部 位 og: to AEA A 

NAD(H) BY BRR 6 Val Val NAD(H) 的 焦 磷酸 39 Ala Gln 

51 Val Val 37 Lys Lys 

53 Val Ala 100 Arg Arg 

54 Met Leu 244 Tyr Tyr 

ut Tx Tr | 连 于 烟 酰胺 的 核糖 31 Val Val 

7 ae oa 99 Ala Ala 

122 Ile Ile 

SABRE 31 Val Val 

ETRA4HRE 27 Gly Gly 137 Val Val 

29 Gly Gly 139 Asn Asn 

52 Asp Asp 166 Leu Leu 

57 Lys Lys 245 Thr Thr 

249 lle Tle 

酶 蛋白 上 残 基 接近 108 Arg Arg 

底 物 的 部 位 170 Arg Arg 

194 Arg Arg 


5.1.2 构象 变化 造成 同 工 酶 的 差异 


一 级 结构 相同 的 同 工 酶 ,可 以 存在 不 同 的 构象 ,形成 所 谓 构象 同 分 异 构 体 (comformational isomer 
或 comformer) ,虽然 从 牛 胰 核 糖 核酸 酶 可 逆 变 性 后 重新 复 性 (renaturation) 的 工作 证 明了 蛋白质 的 空 
间 构 象 取决 于 它 的 一 级 结构 ,但 不 能 排除 在 一 级 结构 不 变 的 条 件 下 ,可 以 有 一 种 以 上 稳定 的 构象 ， 
而 一 般 天 然 蛋 白质 只 是 存在 于 最 稳定 的 构象 而 已 。 实 验证 明 : 小 鸡 线粒体 中 的 MDH, 加 入 微量 的 
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BS ,并 不 会 引起 分 子 的 碘 化 , 却 可 发 现 电 泳 速度 和 旋光 色散 的 改变 ,提示 有 构象 的 变化 ,并 证 明天 
然 状 态 的 MDH, 具有 最 少 的 表面 负电 人 荷 和 最 多 的 o -螺旋 区 域 。 同 样 ,用 肌 使 MHD, 变性 后 ,再 去 
除 肌 使 酶 复 性 ,电泳 速度 可 与 天 然 酶 一 样 ;而 热 稳定 性 有 所 不 同 ,也 可 能 因 构 象 不 同 所 致 ,这 类 构象 
同 分 异 构 体 可 能 还 包括 COT。MM 型 CK, 以 及 红细胞 中 的 ACP。 这 类 同 工 酶 的 不 同 构象 可 以 互相 
转化 ,又 称 为 互 变 性 同 工 酶 (interconvertible isozyme) ,属于 次 级 同 工 酶 的 一 种 类 型 ,为 了 有 别 于 不 能 
互 变 的 原 级 同 工 酶 , 故 后 者 又 称 为 不 互 变性 同 工 酶 (non-interconvertible isozyme ) 。 

但 是 , 别 构 酶 (alosteric enzyme) 在 加 入 效应 剂 后 引起 的 别 构 效 应 也 有 酶 分 子 空 间 构 象 的 变化 ， 
有 人 认为 这 是 暂时 性 的 变化 , 当 效 应 剂 去 除 后 可 复原 , 故 不 能 属于 次 级 同 工 酶 的 范畴 。 

Harris 曾 统计 了 100 多 种 亚 基数 目 ,发 现 单 亚 基 的 占 30% ,多 亚 基 的 占 70% 。 在 多 亚 基 中 ,最 
多 是 双 亚 基 的 占 委 免 ;而 三 亚 基 及 四 亚 基 的 各 占 4% 和 24% , 表 5- 3 列举 了 一 些 酶 的 亚 基数 ,其 中 
大 多 数 是 同 工 酶 。 

表 S-3 一 些 酶 的 亚 基数 目 


单 亚 基 : 


(1) 己 糖 激酶 I (HK-I ) (4) 红细胞 酸性 磷酸 物 !(ACP' ) 


己 糖 激酶 T(HK-II) 
己 糖 激酶 下 (HK - 开 ) # wt 
己 糖 激酶 WCHK-TV ) (7) NADH #3858 
(2) 磷酸 葡萄 糖 变化 酶 ! (PCM ) On 
Ba AG EE (LB (PCM, toh ee 
BRI 25 AE (LI, (PCM) on cae 
(3) PARA we B(CA- B) (11) 磷酸 甘油 酸 激酶 
PER BT BE C(CA - C) 
WE : 
(1) 醇 脱 氧 酶 , (ADHI ) (9) IAG A 
83/5308, ( ADHD ) a Mie 
B= bt Zt Bis, ( ADH ) Me 
(2) 3 BERET Th BY ELA, (GPD, ) Plane pein: a 
3 -磷酸 甘油 脱 氢 酶 ;(GPD。 ) ais sah. geleee: :2 
(3) 酸性 磷酸 酶 ;(ACP, ) 
酸性 磷酸 酶 ,(ACP,) pe ped 
va (16) Fe FT ee OR Abe A (ICD ) 
(4) 4 Ete AAs, (GOT, ) (17) 谷 丙 转氨酶 (GPT) 
#5 BUF ABB, (COT) (18) 2,3 -二 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 
(5) 苹果 酸 脱 氢 酶 (MDH., ) (19) 次 黄 味 叭 三 磷酸 酶 
苹果 酸 脱 氢 酶 (MDHn ) (20) 胎盘 碱 性 磷酸 酶 IT(AKP-I) 
(6) Ae Ase Fe Be ROE ies Bit PE EP WG TT, (AKP - TT, ) 
(7) 磷酸 己 糖 异 构 酶 (21) 肌 酸 激酶 MCCK- M) 
(8) 磷酸 葡萄 糖 酸 脱 氢 酶 肌 酸 激酶 BCCK- B) 
三 亚 基 ; 
MRS AY EF BER 
四 亚 基 ; 


(1) 乳酸 脱 氢 酶 A(LDH- A) 
乳酸 脱 氢 酶 BILLDH- B) 
乳酸 脱氧 酶 CCLDH- C) 


(4) 超 氧化 物 歧 化 酶 (Mn2+ ) 
(5) 丙酮 酸 激酶 LOPK- 工 ) 
丙酮 酸 激酶 ROPK- R) 


四 oe a 5 丙酮 酸 激 酶 M[ PK - M(M, )] 
醛 缩 酶 CC(ALD- C) 丙酮 酸 激酶 KLPK- K( MQ ) J 
(3) 磷酸 果糖 激酶 (PFK) (6) 3 -磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 


(7) 血清 胆 碱 酯 酶 
(8) 苹果 酸 酶 - S 


1 


Re ee 
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5.1.3 同 工 酶 亚 基 的 杂交 


同 工 酶 的 亚 基 在 一 定 条 件 下 能 解 聚 为 单 体 , 又 能 在 一 定 条 件 下 重新 聚合 或 重组 成 新 的 杂交 体 。 

5.1.3.1 体外 杂交 

在 高 离子 强度 的 介质 中 反复 冻 融 或 调节 介质 的 pH 值 可 使 同 工 酶 的 纯 聚 体 解 聚 成 单 体 ,并 再 
重组 而 生成 杂交 体 。 亚 基 杂 交 只 限于 同一 种 酶 的 亚 基 ,如 LDH- A, #1 LDH - B, 解 聚 后 可 生成 A、B 
亚 基 的 杂交 体 ,但 LDH 的 亚 基 不 能 和 ALD 或 PK 的 亚 基 杂交 ,而 不 同 种 属 中 同一 种 酶 的 不 同 亚 基 
则 可 在 体外 杂交 。 如 鸡 的 M 型 PK 可 与 牛 的 工 型 PK 杂交 。 因 亚 基 的 重组 是 随机 的 , 故 重组 后 生成 
同 工 酶 的 数目 (包括 原来 的 纯 聚 体 在 内 ) 应 符合 随机 分 配 的 数学 公式 , 即 


同 工 酶 的 数目 了 = es! 


7m1(sS 

式 中 "为 每 一 酶 分 子 的 亚 基数 ,s 为 可 杂交 的 亚 基 种 类 数 。 例 如 某 一 种 酶 为 四 聚 体 , 有 三 种 不 同 的 
亚 基 均 能 杂交 , 则 杂交 后 应 形成 (4+ 3 - 1)1/41(3 - 1)! = 15 种 同 工 酶 ,其 中 12 种 为 杂交 体 。 

5.1.3.2 AARR 

同 种 或 异种 动物 中 同一 种 酶 的 亚 基 在 体外 虽 都 杂交 ,但 体内 并 非 如 此 。 如 ALD - A, #1 ALD - 
B, 可 在 大 鼠 肾 脏 中 形成 AsB、A, BAB; 三 种 杂交 体 ;ALD - A, 和 ALD - C, 也 可 在 大 鼠 脑 中 形成 
A,C,A,C,, AC, 三 种 杂交 体 ,但 鸡 肾 中 有 A、B、C 三 种 亚 基 , 其 中 A-B\A-C 可 以 杂交 , 却 无 B=-C 的 
杂交 。 与 此 相似 ,成 年 鼠 肾 、 小 肠 或 胎 肝 中 的 PK, 可 发 现 K 亚 基 和 工 亚 基 的 纯 聚 体 及 杂交 体 , 胎 鼠 
骨骼 肌 的 新 生 鼠 脑 也 有 和 亚 基 和 M 亚 基 的 杂交 体 , 甚 至 工 亚 基 也 可 在 胎 肝 中 和 K WEAR (AA 
RAHA LAF M 两 型 亚 基 的 杂交 。 

同 工 酶 亚 基 在 有 些 组 织 中 不 能 杂交 的 原因 ,可 能 由 于 (1) 为 不 同 亚 基 编 码 的 基因 ,在 有 些 组 织 
中 不 全 部 表达 ,例如 在 鼠 肾 中 不 能 合成 ALD 的 C 亚 基 , 鼠 脑 中 不 能 合成 B 亚 基 , 因 此 鼠 肾 中 没有 A 
-C 杂 交 , 鼠 脑 中 也 没有 A- BARC. A ,能 合成 工 及 K 型 PK 的 鼠 肾 肝脏 和 小 肠 不 能 合成 M 型 
PK ,而 合成 M 型 的 骨骼 肌 及 脑 却 不 能 合成 工 型 PK, 这 就 是 没有 L- M 杂交 体 的 原因 。(2) 能 表达 
的 不 同 亚 基 在 不 同 的 细胞 中 合成 ,如 有 人 证 明 工 型 PK 和 开 型 PK 几乎 分 别 在 肝 实 质 细 胞 和 柯 否 氏 
细胞 中 合成 , 故 肝 脏 中 没有 巩 的 直 -K 杂 交 体 ,但 在 肾脏 及 小 肠 粘膜 上 皮 细 胞 中 , 工 亚 基 和 天 亚 基 
可 在 相同 的 细胞 中 合成 ,因而 可 有 工 -K 杂 交 体 。(3) 不 同 亚 基 虽 在 同一 细胞 ,但 却 在 不 同 的 亚 细 
胞 组 分 中 合成 ,如 线粒体 内 外 的 MDH 及 GOT 也 不 能 形成 杂交 体 。 有 人 认为 ,只 存在 于 成 熟 军 丸 及 
精子 中 的 LIDH- C 亚 基 在 线粒体 中 合成 ,而 A、B 两 亚 基 在 胞 液 中 合成 ,这 可 能 就 是 除 豚 鼠 外 的 大 多 
数 动物 中 C 亚 基 没有 杂交 体 的 原因 。 故 墨 丸 只 较 其 他 组 织 多 一 个 C, 酶 带 , 即 LDH., 其 电泳 速度 一 
般 在 LDH, 或 LDH 之 后 , 因 动 物 而 异 。(4) 不 同 亚 基 即 使 在 同一 亚 细 胞 组 分 中 合成 ,但 其 基因 不 在 
同一 时 间 内 开放 ,因此 不 同 亚 基 也 没有 聚合 的 机 会 , 刀 和 精子 中 没有 C 亚 基 杂交 也 可 能 由 于 A,B 
亚 基 和 C 亚 基 的 合成 不 同步 ,而 先 合成 的 亚 基 又 没有 多 余 可 以 和 后 合成 的 亚 基 杂 交 。 

5.1.3.3 同 工 酶 亚 基 在 体内 的 聚合 机 理 

蛋白 质 亚 基 的 解 离 和 聚合 是 生物 化 学 中 十 分 重要 而 有 趣 的 课题 。 在 研究 血红 蛋白 (Hb) 四 级 
结构 形成 机 理 时 发 现 ,Hb 合成 时 ,多 核糖 体 上 先 合成 含 141 个 氨基 酸 残 基 的 c WHE ,接着 与 未 完成 
的 8- 亚 基 合 成 8 杂交 二 聚 体 , 待 含 146 个 氨基 酸 残 基 的 8- 亚 基 合 成 完全 后 ,再 与 另 一 个 a8 亚 基 形 
成 wp, VORA. RIERA (Ig) 的 合成 是 先 合成 轻 链 (L) 和 重 链 (了 ) 的 杂交 体 HL, FF H EA RE HK 
后 ,HL 脱 下 ,再 形成 了 开 D 的 攻 分 子 。 上 述 过 程 保证 了 在 正常 情况 下 只 2:2 杂交 ,而 不 会 形成 纯 聚 
体 及 1:3 的 杂交 体 ,否则 就 是 不 正常 的 病理 情况 ,但 同 工 酶 不 同 , 它 既 有 纯 聚 体 , 又 有 1:3 的 杂交 
体 。 说 明 同 工 酶 的 亚 基 聚 合 机 理 有 其 独特 的 地 方 。 不 少 学 者 还 提出 同 工 酶 在 刚 合 成 时 以 单 体 存 
在 ,然后 随机 聚合 ,如 大 鼠 心肌 中 烯 醇化 酶 的 两 种 亚 基 vc 和 8 含量 相等 ,三 种 同 工 酶 a: a: BB 的 比 
值 为 1:2:1, 和 体外 杂交 一 样 。 也 有 人 提出 ,在 同 工 酶 合成 时 可 先 合成 纯 聚 体 再 通过 亚 基 交 换 而 形 
成 杂交 体 , 但 亚 基 交 换 仅 在 体外 证 实 ,而 在 体内 尚 无 足够 的 证 据 。 在 研究 LDH 同 工 酶 在 心肌 、 骨 骼 
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肌 和 肝脏 等 组 织 中 的 代谢 转换 率 时 发 现 ,LDH 亚 基 聚 合并 不 是 随机 的 。 事 实 上 ,在 A 和 了 B 亚 基 各 
占 50% A225 , LDH 同 工 酶 的 比值 也 不 一 定 是 1:4:6:4:1 的 对 称 性 分 布 , 因 此 很 有 可 能 同 工 酶 亚 
基 的 聚合 还 是 另 有 特殊 机 制 。 


5.2 同 工 酶 与 基因 


关于 酶 和 基因 的 关系 , 早 就 有 人 提出 一 个 基因 决定 一 个 酶 的 假设 。 事 实 上 , 酶 不 是 基因 的 直接 
产物 。 从 基因 到 酶 , 即 DNA 一 ~ 和 蛋白质 ,中 间 还 要 经 过 转录 和 翻译 过 程 。 业 已 证 明 ,基因 通过 转 
录 翻译 合成 特异 的 酶 ,所 以 从 本 质 上 说 , 同 工 酶 结构 的 差异 主要 来 自 基因 的 差异 ,只 有 一 部 分 同 工 
酶 是 在 多 肽 链 合成 后 它 的 结构 再 经 过 改变 而 来 的 。 

根据 同 工 酶 的 来 源 和 结构 不 同 , 从 基因 角度 可 将 它 分 为 四 类 。 


5.2.1 单 基因 决定 的 同 工 酶 


产生 这 类 同 工 酶 的 基因 是 不 同 的 ,它们 大 都 是 结构 差异 较 大 的 单 链 酶 或 同 聚 体 酶 。 例 如 过 和 氧 
化 物 酶 , 它 属 于 单 体 酶 , 它 在 植物 的 不 同 部 位 和 不 同 生长 发 育 期 合成 现 多 种 同 工 酶 。 


5.2.2 多 基因 决定 的 同 工 酶 


这 类 同 工 酶 的 基因 是 由 两 个 或 两 个 以 上 的 基因 决定 的 几 条 不 同 的 多 肽 链 组 成 ,它们 都 是 异 涌 
体 酶 。 如 LDH 是 四 聚 体 酶 ,由 两 个 基因 LDH' 和 LDH? 决定 的 肽 链 A 和 肽 链 B 组 成 。 这 两 种 多 肽 
链 可 以 通过 异 聚 和 同 聚 方式 构成 五 种 同 工 酶 。 

要 知道 多 基因 决定 的 同 工 酶 总 数 (i 芭 ,可 以 由 决定 同 工 酶 的 基因 数 (Z) 以 及 酶 的 多 肽 链 数 


(7m), 从 下 式 算 出 : 
i (五 4, mse 7) 


te bhie Wy 
AFF AS ER a = 7 E078, ADH“ . ADH? ADHS ,产生 三 种 肽 链 , 而 酶 为 二 聚 体 , 故 可 以 构 
成 6 种 同 工 酶 。 


5.2.3 复 等 位 基因 决定 的 同 工 酶 


由 于 同一 基因 位 点 的 多 向 突变 ,造成 群体 的 不 同 个 体 之 间 等 位 基因 的 差别 ,产生 多 肽 链 一 级 结 
构 的 差别 , 而 使 个 体 与 个 体 之 间 出 现 结 构 不 同 的 同 工 酶 。 如 玉米 中 酯 酶 受 同 一 位 点 的 允 ;, 权 ,了 三 
种 等 位 基因 所 控制 ,是 二 聚 体 。 

如 果 酶 中 的 多 肽 链 是 复 等 位 基因 决定 的 , 则 计算 式 为 : 

 (L+h+n-1)! 
~ RCL + Hele 

h 为 等 位 基因 数 。 

上 上 述 玉 米 中 酯 酶 ,如 有 一 个 杂 合 子 马 / 杷 ,=1, 则 它 的 同 工 酶 总 数 为 3, 同 工 酶 多 肽 链 的 组 合 
为 FF,FN,NN。 

以 上 计算 只 说 明 在 群体 中 或 整体 生物 的 全 生长 发 育 过 程 中 ,一 特定 同 工 酶 可 能 出 现 的 理论 总 
数 ,而 在 实际 材料 和 分 析 中 不 一 定 能 把 所 有 的 同 工 酶 组 合 找到 ,特别 是 那些 甚 微 的 等 位 基因 决定 的 
同 工 酶 , 因 目前 的 电泳 分 离 技 术 有 一 定局 限 性 。 


5.2.4 修饰 同 工 酶 


这 是 指 多 肽 链 合成 后 ,再 发 生 结构 上 的 改变 而 形成 新 的 同 工 酶 。 日 本 学 者 证 明 ,一 种 水 稻 酯 酶 
同 工 酶 的 谱 带 Ai 是 受 一 个 显 性 基因 控制 的 。 在 对 有 A, 谱 带 的 品种 与 无 Al 谱 带 的 品种 向 杂交 后 
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代 所 作 的 遗传 分 析 后 表明 ,出 现 典型 的 备 德 尔 分 离 现 象 。 在 总 数 为 836 1 F, FPR P , 629 个 出 现 
Ay 谱 带 ,207 个 无 A, 谱 带 。 由 此 可 见 , 同 工 酶 谱 带 是 受 等 位 基因 或 不 同位 点 基因 控制 的 。 也 有 实 
验证 实 ,玉米 过 氧化 氢 酶 是 四 聚 体 蛋 白 ,在 一 定 条 件 下 可 以 解 聚 ,再 重新 组 合成 五 种 同 工 酶 ,并 且 证 
明 单 体 是 最 初 的 基因 产物 ,这些 单 体 聚 合成 四 聚 体 后 才 具 有 酶 活性 。 现 将 同 工 酶 与 基因 的 关系 总 


结 如 下 : 


y U y 
PQs ee ete PRA 8 = SEAN RE 
形成 不 同 所 基 顺 序 的 单 体 RA IX If SE 在 同一 基因 的 某 一 位 
(多 肽 链 ) 序列 类 似 点 发 生变 异 


酶 生化 特性 不 同 但 有 类 似 酶 在 一 些 特性 上 不 同 ， 形成 的 单 体 往往 仅 有 
的 功能 如 多 种 蛋白 水 解 酶 ”但 保留 相同 的 功能 ,如 Dis ake ohio 


LDH FO 25 OE 
酶 在 大 多 数 性 质 上 都 一 

可 通过 杂交 形成 更 复杂 SHURE EE 

的 同 工 酶 


5.3 同 工 酶 的 分 离 .纯化 及 鉴定 


基于 同 工 酶 的 化 学 本 质 为 蛋白 质 ,因此 同 工 酶 的 提纯 与 其 他 任何 蛋白 质 或 酶 的 提纯 ,原则 上 没 
有 什么 不 同 。 常 用 的 方法 是 先 从 组 织 或 细胞 中 抽 提 ,然后 根据 同 工 酶 表面 电荷 、 分子 量 、 等 电 点 \ 耐 
热 性 \ 动 力学 和 免疫 性 质 的 差别 逐步 子 以 分 离 。 同 工 酶 的 提取 只 有 计算 比 活 ( 即 酶 活性 (u)/ 毫 克 和 蛋 
白 ) 时 才 有 真正 的 差别 ,而 不 是 简单 测定 酶 的 总 活性 。 


5.3.1 几 种 常用 分 离 和 测定 同 工 酶 的 方法 


5.3.1.1 电泳 

区 带电 泳 是 最 常用 的 分 离 同 工 酶 的 方法 ,采用 高 分 辩 率 的 支持 物 如 淀粉 凝 胶 或 聚 丙 烯 酰胺 凝 
胶 可 获得 满意 的 分 离 效 果 。 近 年 来 采用 等 电 聚 焦 电 泳 还 可 以 分 出 一 级 结构 相同 而 空间 构象 不 同 的 
酶 分 子 。 酶 分 离 后 ,再 加 入 底 物 保温 ,并 用 类 似 于 组 织 化 学 的 特殊 方法 来 鉴定 底 物 的 减少 或 产物 的 
生成 。 但 是 能 被 电泳 法 分 离 的 不 一 定 是 同 工 酶 , 酶 带 的 数目 也 不 一 定 代表 同 工 酶 的 数目 。 因 为 某 
些 酶 蛋白 可 与 电泳 介质 中 的 带电 物质 结合 ,改变 其 分 子 大 小 及 电荷 ,从 而 改变 电泳 速度 。 例 如 : 
LDH 可 与 血清 中 的 免疫 球 蛋 白 A 或 G 结合 而 形成 相对 分 子 质 量 从 300x 10 ~ 1 000 x 10 ,等 电 点 
从 pH6.3~7.2 的 各 条 酶 带 。 过 去 在 人 血清 电泳 时 发 现 的 “ 巨 淀粉 酶 "(macroamylase) 实 际 上 是 淀粉 
酶 和 免疫 球 蛋 白 A 的 复合 物 。 这 些 复 合 物 都 不 是 同 工 酶 。 相 反 ,两 种 电泳 速度 不 同 的 同 工 酶 ,如 
其 中 一 个 和 带电 的 小 分 子 物 质 结合 后 ,其 电泳 速度 恰巧 和 另 一 个 相等 , 则 两 种 同 工 酶 在 电泳 时 可 分 
离 不 开 而 只 出 现 一 条 酶 带 , 故 不 能 单 任 电泳 来 鉴定 是 否 同 工 酶 。 

5.3.1.2 Be 

大 多 数 同 工 酶 的 分 子 量 比较 接近 ,而 表面 电荷 差别 较 大 , 故 一 般 较 少 用 分 子 筛 层 析 而 用 离子 交 
换 层 析 来 分 离 同 工 酶 。 采 用 阳离子 或 阴离子 树脂 则 取决 于 同 工 酶 的 等 电 点 及 其 在 不 同 pH 中 的 稳 
定性 。 离 子 交 换 层 析 可 用 于 纯化 或 制备 不 同 的 同 工 酶 ,但 其 分 辩 率 低 于 电泳 。 

亲 和 层 析 是 利用 同 工 酶 和 相应 的 配 基 ( 如 底 物 、 辅 酶 、 抑 制剂、 抗体 等 ) 亲 和 力 不 同 的 原理 ,将 同 
工 酶 混合 物 通 过 固 相 的 配 基 ,再 用 缓冲 液 分 别 将 吸附 程度 不 同 的 同 工 酶 洗 脱 下 来 , 即 可 达到 分 离 的 
目的 。 此 法 特异 性 高 ,特别 适用 于 分 离 和 提纯 同 工 酶 。 

5.3.1.3 热 稳定 性 

利用 同 工 酶 热 稳定 性 的 不 同 ,将 含有 两 种 同 工 酶 的 混合 样品 加 热处理 后 ,可 以 较 特 异地 破坏 其 
中 一 个 不 耐 热 的 同 工 酶 。 因 此 测定 加 热 前 后 的 活力 ,可 在 不 需 分 离 的 情况 下 ,分 别 计算 出 两 种 同 工 
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酶 的 活力 。 此 方法 简易 ,但 准确 性 较 差 。 

5.3.1.4 wAF 

原 级 同 工 酶 对 底 物 的 特异 性 ,亲和力 或 对 各 种 抑制 剂 和 激活 剂 的 敏感 性 常 不 相同 ,这 些 动 力学 
的 差别 常 被 用 于 测定 或 区 别 同 工 酶 ,例如 ALD 同 工 酶 有 三 种 纯 聚 体 即 肌 型 (A,)、 肝 型 (B, ) 和 脑 型 
(Cy), ENED 1,6 -二 磷酸 果糖 (FDP) 及 1 -磷酸 果糖 (Fl1P) 的 亲和力 差异 很 大 。A, 催化 FDP 和 
FlP 分 解 的 速度 比值 为 S0, 即 几乎 不 能 作用 于 Fl1P; 而 B, 的 比值 为 1, 催 化 两 种 底 物 分 解 的 速度 相 
等 ,Cs TT Ay FB, 之 间 。 在 A, AB, 混合 的 样品 中 ,分 别 测定 FDP BK FIP 为 底 物 时 的 活力 , 即 可 
大 致 推测 样品 中 A 和 B 的 相对 比值 。LDH 同 工 酶 也 有 不 同 的 底 物 专 一 性 ,如 心肌 中 的 LDH- B, 
(a LDH - H,) Xfa - 产 丁 酸 的 亲和力 远大 于 肝脏 或 骨 淫 肌 中 的 LDH- A, (或 LDH- M:)。 

又 如 己 糖 激酶 (HK) 和 葡萄糖 激 酶 (GK, 又 称 型 己 糖 激酶 ) 是 催化 葡萄 糖 受 ATP 磷酸 化 的 同 
工 酶 ,HK 对 葡萄 糖 的 K,, 约 为 0.1mmolL; 而 CK 则 高 至 10mmol/L ZA. 24 HK 和 GK 共 存 时 ,在 2. 
Smmol/L 葡萄 糖 浓度 时 测 得 的 酶 活力 减 去 对 照 值 后 主要 为 HK 的 活力 ;而 在 100mmol/L 葡萄 糖 时 测 
得 的 活力 则 为 HK 和 GK 活性 的 总 和 ,由 此 可 算出 GK 的 活力 。 

动力 学 法 虽然 简单 ,不 必 分 离 同 工 酶 即 可 分 别 测 定 ,但 不 易 找 到 只 作用 于 同型 同 工 酶 的 抑制 剂 
或 激活 剂 。 

5.3.1.5 免疫 法 

多 基因 位 点 的 原 级 同 工 酶 与 复 等 位 基因 同 工 酶 或 次 级 同 工 酶 比较 ,其 氨基 酸 组 成 常 有 较 大 的 
差别 , 故 有 不 同 的 抗原 性 。 利 用 纯化 的 同 工 酶 在 异种 动物 中 制备 抗 血清 ,再 加 至 同 工 酶 的 混合 样品 
中 ,该 抗体 即 可 与 相应 的 同 工 酶 抗原 形成 免疫 复合 体 而 沉淀 ,而 将 另 一 型 免疫 性 不 同 的 同 工 酶 留 在 
溶液 中 ,从 而 达到 分 离 的 目的 。 有 时 沉淀 时 可 回收 全 部 酶 活力 ,如 各 型 AKP 同 工 酶 , 则 测定 沉淀 的 : 
活力 即 可 定量 。 如 果 抗 体 将 酶 活力 全 部 抑制 ,沉淀 中 免疫 复合 物 没有 活力 ,如 各 型 CK 同 工 酶 , 则 
测定 上 清 液 中 的 残余 活力 即 为 另 一 型 未 被 沉淀 的 同 工 酶 的 活力 。 从 不 加 抗体 的 样品 中 测 出 的 总 活 
力 减 去 加 抗体 后 的 活力 , 即 得 被 沉淀 的 同 工 酶 的 活力 。 利 用 放射 免疫 法 还 可 以 精密 而 特异 地 测定 
微量 的 同 工 酶 。 此 外 ,免疫 法 还 可 以 区 别 组 织 中 某 一 同 工 酶 活力 的 增高 是 由 于 激活 还 是 酶 蛋白 增 
多 的 结果 , 因 后 者 有 抗原 量 的 增加 ,可 用 免疫 定量 法 (如 火箭 电泳 法 ) 测 定 出 来 ,而 前 者 的 酶 蛋白 搞 
原 并 不 增加 。 


5.3.2 同 工 酶 类 型 的 鉴别 


从 同一 组 织 或 不 同 组 织 中 分 别提 取 的 能 催化 相同 反应 的 酶 ,究竟 是 结构 完全 相同 的 同一 种 酶 
还 是 结构 不 同 的 同 工 酶 ? 是 原 级 还 是 次 级 同 工 酶 ? 当 在 技术 上 还 不 能 测 出 全 部 一 级 结构 时 ,可 以 
用 较 简易 的 方法 ,如 末端 分 析 ,水 解 后 肽 链 的 指纹 图 谱 等 加 以 鉴定 ,或 者 将 上 述 各 项 方法 的 鉴定 结 
果 , 加 以 综合 分 析 ,也 可 获得 较为 可 靠 的 结论 。 

表 5-4 三 类 同 工 酶 在 性 质 上 的 区 别 


原 级 同 工 本 
AL 同一 种 本 
多 基因 位 点 " | 。 复 等 位 基因 | 

电泳 速度 ,等 电 点 离子 交 z 
im, i 不 同 常 不 同 常 不 同 相同 
热 稳定 性 不 同 不 同 或 接近 不 同 或 接近 相同 
动力 学 性 质 不 同 —— 常 相同 或 接近 相同 
相对 分 子 质量 不 同 , 常 接近 不 同 或 接近 相同 


D HARA © 少数 情况 下 可 交叉 
从 表 5-4 可 见 ,不 论 原 级 或 次 级 同 工 酶 , 因 酶 蛋白 的 等 电 点 或 相对 分 子 质量 不 同 ,电泳 速度 通 
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常 也 不 同 。 不 同 糖 链 ,特别 是 糖 链 未 端 唾液 酸 数量 不 同 的 次 级 同 工 酶 ,或 者 聚合 程度 不 同 的 次 级 同 
工 酶 ,也 可 分 别 因 糖 链 的 电荷 不 同 及 酶 蛋白 的 分 子 量 不 同 而 有 不 同 的 电泳 速度 。 但 如 果 复 等 位 基 
因 同 工 酶 中 只 有 非 极 性 氨基 酸 的 交换 变异 ,或 其 碱 性 氨基 酸 置换 成 酸性 氨基 酸 的 同时 , 伴 有 等 量 的 
酸性 氨基 酸 置换 成 碱 性 氨基 酸 ,可 以 没有 电泳 速度 的 改变 。 同 样 ,在 形成 次 级 同 工 酶 时 ,如 修饰 过 
程 不 引起 酶 分 子 电荷 或 分 子 量 的 改变 ,也 不 会 改变 等 电 点 和 泳 速 。 此 外 , 同一 型 复 等 位 基因 同 工 酶 
的 电泳 速度 有 个 体 差 异 ,而 不 同型 复 等 位 基因 同 工 酶 的 泳 速 也 不 成 等 差 级 数 ,后 一 性 质 类 似 于 次 级 
同 工 酶 。 离 子 交 换 层 析 的 原理 和 电泳 相同 , 故 其 应 用 于 鉴定 同 工 酶 的 价值 也 和 电泳 一 样 。 

热 稳定 性 在 鉴别 同 工 酶 类 型 上 也 有 一 定 意义 ,其 灵敏 度 有 时 可 超过 电泳 。 原 级 同 工 酶 的 热 稳 
定性 大 多 不 同 ,其 中 复 等 位 基因 同 工 酶 的 热 稳 定性 有 时 可 区 别 很 大 ,有 时 则 比较 接近 ,取决 于 置换 
氨基 酸 的 多 少 及 种 类 ,次 级 同 工 酶 也 视 不 同 的 修饰 情况 ,可 以 接近 或 不 同 。 实 验证 明 : 糖 链 不 同 的 
次 级 同 工 酶 ,其 热 稳 定性 常 有 区 别 。 

动力 学 性 质 的 测定 是 区 别 原 级 或 次 级 同 工 酶 较 好 的 手段 ,因原 级 同 工 酶 的 各 项 动力 学 参数 包 
括 底 物 的 玉 。, 抑 制剂 的 天 激活 剂 的 K, 常 不 相同 ,有 时 尚 有 别 构 效 应 和 无 别 构 效应 的 区 别 , 如 两 
酮 酸 激酶 中 的 工 型 和 型 对 底 物 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 (PEP) 均 是 正 协同 别 构 效应 ,而 M 型 则 无 别 构 
效应 而 呈 米 氏 动 力学 。 次 级 同 工 酶 的 蛋白 结构 因 差 别 很 少 , 故 其 动力 学 参数 往往 相同 或 比较 接近 ， 
如 工 型 和 R 型 PK。 但 在 少数 情况 下 也 可 不 同 , 如 AKP, 在 不 同 浓度 的 底 物 (8 - 蔡 酚 磷酸 ) 时 ,其 最 
适 pH 均 不 相同 ,如 在 不 同 底 物 浓度 各 自 相 应 的 最 适 pH 条 件 下 测定 反应 速度 ,可 发 现 肝 、 肾 、 骨 中 
三 型 AKP 的 K, BAA. 

免疫 性 质 是 区 别 两 类 原 级 同 工 酶 最 好 的 方法 ,多 基因 位 点 的 同 工 酶 常 有 不 同 的 免疫 特异 性 。 
如 三 类 LDH 和 三 类 ALD 的 亚 基 以 及 两 类 CK 的 亚 基 。 不 同 亚 基 只 能 和 本 身 相 应 的 抗体 起 反应 , 彼 
此 无 交叉 免疫 ,只 有 个 别 例外 。 如 M 型 PK 的 抗体 虽 不 能 和 工 型 PK 结合 , 却 能 和 开 型 PK 反应 , 故 
有 人 将 民 型 PK PRA M, 型 改 , 但 其 免疫 沉淀 线 并 不 融合 而 是 互相 交叉 。 复 等 位 基因 同 工 酶 往往 
有 相同 的 免疫 决定 簇 ,可 交叉 免疫 。 如 果 两 个 同 工 酶 的 动力 学 不 同 而 免疫 性 相同 ,往往 提示 是 复 等 
位 基因 同 工 酶 。 当 因 和 遗 传 变异 而 产生 某 一 同 工 酶 的 变种 ,没有 催化 活性 或 活力 极 低 ,用 其 他 方法 无 
法 检测 ,此 时 用 这 种 同 工 酶 正常 型 的 抗体 ,可 与 此 变异 酶 发 生 免 疫 反应 ,就 可 证 明 此 同 工 酶 的 存在 ， 
故 免疫 法 在 检 出 复 等 位 基因 同 工 酶 中 有 独特 的 优点 。 

次 级 同 工 酶 的 一 级 结构 基本 相同 , 故 其 免疫 性 质 也 往往 相同 。 肝 胎盘 皮 、 肺 .小肠 等 组 织 中 
的 芳香 酰胺 酶 (AAD) ,虽然 其 电泳 迁移 率 和 热 稳 定性 有 所 差别 ,但 其 动力 学 和 免疫 性 质 是 相同 的 。 
各 组 织 的 AKP 各 有 不 同 的 电泳 图 谱 , 但 利用 免疫 法 鉴定 只 有 三 种 类 型 ( 表 S5- 5$) 即 肝 型 、 胎 盘 ( 晚 
期 ) 型 和 小 肠 型 三 型 原 级 同 工 酶 ,而 骨 型 . 肾 型 乃至 早期 胎盘 型 和 肝 型 之 间 都 有 交叉 免疫 ,其 动力 学 
性 质 也 十 分 相似 , 故 一 般 认 为 它们 可 能 是 次 级 同 工 酶 。 

表 5-5 人 肝 、 胎 盘 . 小 肠 中 纯化 的 AKP 的 酶 学 及 免疫 学 性 质 


相对 分 子 质量 ( x 10*) 17 
等 电 点 4.6 
最 适 pH 10.5 
pH 安定 性 5~11 
K,,(PNPP) (mmol/L) 0.30 
FM) till Ja RAR TEE % 

Na HPO, (1mmol/L) 71 34 105 
L- 胱 氨 酸 (1mmol/L) 68 87 50 
L-#AW AR (1mmol/L) 96 56 50 
EL- 同型 精 氨 酸 (mmol/L) 57 95 101 
抗 肝 AKP 抗体 ++ - - 
抗 胎盘 AKP 抗体 a 十 Po) 
抗 小 肠 AKP 抗体 +0 全 


D 如 抗体 浓度 适当 ,可 消除 交叉 反应 。 ”PNPP: 对- 硝 基 酚 磷酸 酯 
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5.4 同 工 酶 的 应 用 


同 工 酶 的 应 用 范围 很 广 , 它 涉及 到 的 领域 有 临床 诊断 代谢 调 控 、 分 子 遗 传 . 生 物 进 化 ` 个 体 发 
育 、 细 胞 分 化 和 肿瘤 发 生 等 , 故 在 酶 学 分子 生物 学 和 医药 学 中 占有 重要 地 位 。 


5.4.1 同 工 酶 与 临床 诊断 


血清 中 的 同 工 酶 是 临床 上 感 兴趣 的 ,因为 它们 可 作为 组 织 损伤 的 分 子 标记 物 。 在 正常 情况 下 ， 
细胞 膜 对 酶 是 不 能 渗透 的 ,但 在 病变 和 组 织 损伤 时 ,细胞 膜 就 变 得 可 渗透 ,致使 可 溶性 细胞 内 含 物 
如 酶 等 ,就 会 泄漏 到 血清 中 ,在 发 生 疾 病 时 ,血清 中 酶 浓度 升 高 ,超过 健康 状况 下 的 血清 酶 浓度 。 因 
此 ,血清 的 酶 浓度 常 被 用 来 确定 病人 是 否 发 生 组 织 损伤 ,损伤 到 何 程度 。 下 面 简要 介绍 几 种 常用 的 
血清 检测 同 工 酶 。 

5.4.1.1 酸性 磅 酸 酶 (acid phosphatase) 

酸性 磷酸 酶 具有 由 不 同 分 子 形式 组 成 的 复杂 酶 谱 , 这 些 分 子 形式 部 分 由 多 基因 座 (multiple ge- 
netic loci) 所 产生 。 此 酶 存在 于 许多 组 织 中 ,在 成 人 前 列 腺 腺 中 特别 高 ,此 酶 已 应 用 于 转移 性 前 列 腺 
癌 的 检测 。 当 它 与 非 转移 性 癌 比 较 时 ,发现 其 血清 酸性 磷酸 酶 活性 明显 升 高。 由 于 前 列 腺 癌 的 转 
移 所 产生 的 酸性 磷酸 酶 和 前 列 腺 及 其 肿瘤 所 释放 的 不 同 ,我 们 可 以 加 入 对 同 工 酶 有 不 同 影响 的 抑 


制剂 ,通过 测定 加 入 抑制 剂 和 未 加 抑制 剂 的 血清 ,来 判断 是 前 列 腺 还 是 非 前 列 腺 的 同 工 酶 ,以 改进 


试验 的 诊断 特异 性 。 最 近 ,利用 同 工 酶 在 免疫 化 学 上 的 差异 ,已 能 借助 于 RIA 或 免疫 电泳 检 出 前 列 
腺 特异 的 酸性 磷酸 酶 。 

5.4.1.2 #488 8 (basic phosphatase) 

与 酸性 磷酸 酶 一 样 , 碱 性 磷酸 酶 的 同 工 酶 谱 也 是 十 分 复杂 的 。 其 异 质 性 也 部 分 由 多 基因 座 产 
生 。 血 清 碱 性 磷 酸 酶 主要 有 四 种 来 源 : 骨 、 肝 、 肠 和 胎盘 。 这 些 组织 的 每 一 种 都 各 含 一 种 同 工 酶 。 
临床 上 感 兴趣 在 于 能 把 骨 疾 引起 的 血清 碱 性 磷酸 酶 的 升 高 和 肝病 所 引起 的 升 高 区 别 开 来 。 在 骨 
中 ,释放 的 碱 性 磷酸 酶 增加 ,看 来 是 和 骨 基 质 (不 管 是 正常 还 是 病理 的 ) 沉 积 作 用 有 关 。 例 如 ,直接 
或 间接 引起 成 骨 细胞 高 度 活动 的 任何 疾病 ,都 将 引起 骨 的 碱 性 磷酸 酶 同 工 酶 血清 浓度 的 升 高 ,包括 
软骨 病 , 佩 奇特 氏 病 (Paget's disease) 以 及 由 某 些 肿瘤 引起 的 骨 和 急性 浸润 。 与 此 类 似 ,在 许多 肝 功 能 
失调 中 也 会 发 生 肝 脏 异 常 地 大 量 释放 碱 性 磷酸 酶 。 故 对 血清 碱 性 磷酸 酶 升 高 的 患者 ,诊断 调查 第 
一 步 是 先 确 定 升 高 源 是 骨 还 是 肝 ,其 鉴别 可 由 凝 胶 电泳 或 热 稳 定 试验 来 判别 。 有 一 种 酶 叫 雷 根 同 
工 酶 (Regan isoenzyme) , 它 出 现 亚 性 肿瘤 病人 的 血清 中 ,但 由 于 患者 比例 很 小 ,所 以 作为 癌症 标志 
的 有 效 性 是 有 限 的 。 

5.4.1.3 肌 酸 磷酸 激酶 (CPK) 

CPK 同 工 酶 存在 于 兴奋 组 织 中 ,如 神经 和 肌肉 。 尤 其 在 心肌 可 大 量 找到 肌 脑 型 (MB) 杂 合体 同 
工 酶 。 此 MB 同 工 酶 是 心肌 损伤 高 度 特异 的 标志 物 , 但 对 心脏 病人 来 说 ,MB 同 工 酶 升 高 的 诊断 特 
异性 也 非 绝对 ,还 存在 其 它 潜 在 的 MB 同 工 酶 释 出 源 。 例 如 各 种 器 官 的 平滑 肌 组 分 常 含 有 少量 MB 
同 工 酶 。 

5.4.1.4 乳酸 脱 氨 酶 (LDH) 

乳酸 脱氧 酶 (LDH) 是 一 种 普遍 存在 的 糖 酵 解 酶 ,因此 其 血清 活性 在 多 数 不 相关 的 疾病 中 都 会 
升 高 。 象 这 样 缺 乏 诊 断 特异 性 ,使 得 测定 总 的 血清 LDH 没有 多 大 诊断 意义 。 在 发 现 了 LDH 以 同 工 
酶 形式 存在 以 后 不 久 , 人 们 就 想 利 用 这 种 异 质 性 来 获得 较 好 的 诊断 特异 性 。 已 经 设计 出 几 种 不 需 
分 离 就 能 测定 血清 LDH 的 方法 。 最 广泛 采用 的 作为 心肌 梗塞 的 一 种 生化 诊断 试验 ,被 称 为 2- 产 
丁 酸 脱氧 酶 (HBD) 鉴 定 法 。 但 是 HBD 的 临床 特异 性 还 是 不 够 满意 的 。 例 如 一 项 全 面 调 查 发 现 ,有 
15% 病 人 最 后 诊断 不 是 心肌 梗塞 ,其 血清 HBD 活性 也 升 高 。 这 种 特异 性 不 好 的 主要 原因 有 两 种 : 
一 是 五 种 同 工 酶 LDH, 到 LDH, ,都 有 广泛 的 组 织 分 布 。 实 质 上 ,几乎 所 有 组 织 都 会 有 这 五 种 同 工 
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酶 。 虽 然 每 种 同 工 酶 在 各 组 织 中 所 占 比 例 不 一 ,但 几 种 组 织 类 似 于 心脏 , 即 都 含 LDH 和 LDH, ,都 


显 出 高 HBD 活性 。 尤 其 是 红细胞 , 它 与 心肌 十 分 相似 , 故 只 要 红细胞 在 体内 或 体外 发 生 溶血 ,就 会 
使 血清 HBD 升 高 ,从 而 造成 指示 心脏 损伤 的 假象 。 二 是 ,LDH 同 工 酶 的 HBD 活性 是 由 其 亚 基 组 成 
所 产生 的 。B 型 亚 基 比 A 型 亚 基 更 容易 氧化 2 - 产 丁 酸 。 因 此 LDH, (B,) aE HBD [Al TAs, 
LDH, (A, ) 活 性 最 差 ,LDH (A,B)、.LDH(AB,) 和 LDH:(AB;) 则 显 出 居间 的 活性 梯度 。 这 三 种 杂 合 体 
同 工 酶 分 布 广泛 ,而 每 一 种 都 可 能 成 为 血清 HBD 总 活性 的 一 部 分 。 这 后 一 种 属 同 工 酶 性 质 上 的 问 
题 , 可 能 通过 一 种 分 离 方法 如 电泳 或 柱 层 析 来 克服 。 

血清 同 工 酶 研究 还 可 用 于 特殊 遗传 病 诊 断 , 如 先天 性 代谢 缺陷 ,是 由 于 某 特 异 酶 类 的 合成 有 缺 
陷 。 引 起 这 些 疾病 的 遗传 损伤 ,看 来 每 种 都 局 限于 单 基因 座 。 在 那里 ,一 种 酶 仅 由 一 种 基因 座 编 
码 。 要 是 该 基因 座 就 是 这 种 遗传 缺损 的 所 在 , 那 末 纯 合子 个 体 的 酶 缺陷 就 是 完全 的 。 也 就 是 说 , 作 
为 该 基因 座 产 物 的 酶 或 有 缺陷 ,或 者 不 能 合成 ,这 取决 于 受 损伤 的 性 质 。 但 是 ,在 多 基因 座 同 工 酶 
的 情况 下 ,一 种 先天 性 代谢 缺陷 只 能 影响 一 种 同 工 酶 的 亚 基 型 的 合成 。 仅 有 那些 正常 情况 下 含有 
会 影响 该 亚 基 的 才 是 有 缺陷 的 同 工 酶 。 由 于 酶 的 多 样 性 ,许多 遗传 缺陷 就 只 限制 在 它们 的 代谢 结 
果 中 。 在 这 种 同 工 酶 缺陷 病 中 对 同 工 酶 进行 分 析 ,无 论 在 理解 疾病 本 质 的 理论 研究 ,还 是 为 了 临床 
诊断 的 实用 方面 ,都 将 是 重要 的 。 


5.4.2 遗传 与 进化 中 的 同 工 栈 


同 工 酶 作为 遗传 标志 ,已 被 遗传 学 家 广泛 用 于 遗传 分 析 的 研究 ,这 是 因为 (1) 同 工 酶 是 分 子 水 
平 的 指标 ,按照 一 个 基因 编码 一 个 同 工 酶 亚 基 的 理论 ,可 从 同 工 酶 的 表现 型 变异 直接 推测 其 基因 型 
的 变异 ,显然 优 于 某 些 形 态 学 的 指标 ,后 者 往往 是 多 个 基因 型 的 综合 表现 型 ;(2) 同 工 酶 可 用 测定 活 
力 的 方法 鉴定 , 较 非 酶 蛋白 质 分 析 方 便 ;(3) 同 工 酶 比 其 他 指标 灵敏 ,可 以 反映 DNA 上 一 个 碱 基 的 
微小 变异 。 

同 工 酶 作为 遗传 标志 物 的 优点 如 下 。 

1) 同 工 酶 分 析 能 方便 地 处 理 大 批 样品 ,所 需 样品 少 。 

2) 等 位 基因 的 同 工 酶 能 同时 显 性 表达 。 即 一 种 等 位 基因 不 会 因 另 一 种 的 存在 被 掩蔽 掉 。 因 
此 ,在 杂 合 子 中 被 编码 的 两 种 不 同 的 同 工 酶 亚 基 将 同时 呈现 ,而 纯 合 子 中 将 只 能 找到 一 种 亚 基 。 也 
就 是 说 ,一 个 个 体 的 基因 型 可 以 从 同 工 酶 的 表现 型 上 显示 出 来 。 同 工 酶 的 这 种 优点 胜 过 使 用 如 像 
颜色 变异 和 形态 特 化 等 经 典 的 遗传 标志 物 。 因 为 当 使 用 经 典 的 遗传 标志 物 时 ,如 果 两 种 等 位 基因 
皆 以 杂 合子 状态 存在 ,而 其 中 之 一 对 另 一 种 是 显 性 的 , 那 末 显 性 的 将 优先 表达 。 这 样 一 来 ,一 个 有 
着 显 性 表现 型 的 个 体 ,或 可 能 是 纯 合 子 的 显 性 等 位 基因 ,或 可 能 是 具有 隐 性 的 或 被 掩蔽 了 的 等 位 基 
因 的 杂 合子 。 像 这 样 可 能 存在 的 两 种 基因 ,只 能 通过 好 几 代 的 谱系 研究 来 判别 ,这 是 极 不 方便 的 方 
法 ,研究 长 寿 的 有 机 体 尤 其 麻烦 。 

3) 用 同 工 酶 分 析 法 来 检 出 变种 比 用 肉眼 观 其 外 表 的 办 法 灵敏 得 多 。 经 典 遗 传 学 中 所 看 到 的 
颜色 变化 和 异常 形态 ,常常 是 因 一 个 基因 产物 (不 论 是 酶 还 是 其 它 蛋 白质 ) 的 整个 缺失 而 引起 的 。 
象 这 样 的 一 种 完全 缺失 (complete deletion) , 似 会 引起 代谢 的 极度 混乱 。 此 时 ,个 体 除 了 有 蜡 常 的 外 
观 外 ,大 概 也 会 引起 生物 化 学 上 的 异常 。 现 在 ,应 用 同 工 酶 变种 作为 遗传 标志 物 , 由 于 它们 在 电泳 
电荷 等 物理 化 学 性 质 上 的 彼此 不 同 , 加 之 酶 的 多 种 形态 都 至 少 会 有 部 分 酶 活性 (否则 它们 不 会 称 为 
同 工 酶 ) ,因此 携带 着 各 种 同 工 酶 等 位 基因 的 品系 ,将 比 携带 不 同形 态 表 现 的 基因 品系 更 接近 于 野 
生 型 。 对 某 些 基因 座 而 言 ,其 编码 的 酶 活性 若 全 部 缺失 就 会 成 为 致死 条 件 (lethal condition)。 现 在 
可 使 用 等 位 基因 变 体 来 完成 这 种 基因 座 的 遗传 分 析 。 这 些 变 体 仅 在 其 产物 的 电泳 迁移 率 上 有 差 
异 , 生 物 活 性 并 无 不 同 。 同 工 酶 变种 的 这 些 特性 在 野生 型 群体 的 遗传 中 也 是 重要 的 ,因为 存留 许多 
世代 的 那些 突变 大 概 不 会 发 生 剧 烈 生 化 后 果 的 突变 。 

同 工 酶 的 进化 理论 涉及 单 基因 位 点 操作 用 的 多 等 位 基因 所 引起 的 同 工 酶 类 ,现在 普遍 认为 这 
类 等 位 基因 是 由 原始 基因 突变 产生 ,而 多 基因 位 点 同 工 酶 的 进化 比较 复杂 ,整个 过 程 分 三 步 : (1) 
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祖先 基因 (ancestral gene) 的 突变 产生 了 多 等 位 基因 ;(2) 基因 座 复 制 ;(3) 等 位 基因 的 分 离 ,致使 第 
一 个 基因 座 仅 携 带 一 种 等 位 基因 ,而 第 二 个 基因 座 只 携带 另 一 种 等 位 基因 。 但 还 不 清楚 这 些 步骤 
是 按 上 述 次 序 发 生 的 ,还 是 第 (2) 步 先 于 第 一 步 。 选 择 论 者 的 观点 是 ,应 先 发 生 第 (1) 步 5 再 由 此 步 
所 产生 的 等 位 基因 传播 给 整个 群体 ,建立 起 杂 合 子 优势 。 接 着 再 发 生 第 (2) 和 第 (3) 步 ,使 不 仅 是 杂 
合子 而 是 物种 的 所 有 成 员 都 得 到 能 合成 由 以 上 等 位 基因 编码 的 这 两 种 基因 产物 的 好 处 。 这 种 思路 
的 必然 结果 是 ,许多 单 基 因 座 的 多 等 位 基因 可 能 只 是 最 后 进化 到 多 基因 座 同 工 酶 的 中 间 阶 段 。 

目前 对 多 基因 座 同 工 酶 是 由 基因 复制 和 趋 异 性 进化 引起 的 假设 仍 有 争议 , 主要 是 缺乏 直接 证 
据 。 一 般 认 为 ,已 经 有 一 着 一 种 特定 酶 的 有 机 体 ,不 象 要 重新 演化 此 酶 的 一 种 同 工 酶 。 但 是 , 同 工 
酶 也 可 能 是 由 趋同 性 进化 (eonvergent evolution) , 而 不 是 趋 异 性 进化 所 引起 的 。 在 试图 设法 判别 进 
化 的 这 两 种 可 能 策略 时 ,可 以 采用 比较 多 基因 座 同 工 酶 氨基 酸 顺 序 的 方法 ,以 确定 某 一 级 顺序 是 否 
符合 于 来 自 祖先 基因 的 趋 异 性 进化 。 现 就 人 的 碳酸 栈 酶 B 和 (人 C 以 及 猪 乳 酸 脱氧 酶 亚 基 A 和 B 简 
要 说 明之 ,因为 已 获得 了 它们 完整 的 氨基 酸 序 列 资料 。 

PRAT ASIF] TA BA C 仅 有 一 个 氨基 酸 的 长 度 之 差 , 即 B 是 260 个 残 基 ;C 是 259 个 残 基 。 如 
果 设 想 在 相当 于 B 链 第 126 位 残 基 处 ,C 链 顺 序 中 丢失 了 这 个 残 基 , 那 末 将 得 到 这 两 种 多 肽 最 大 的 
同 源 性 顺序 。 情 况 正 是 这 样 ,此 时 两 个 顺序 中 有 60 色 的 氨基 酸 相 同 。 相 同 的 氨基 酸 占有 相同 的 位 
置 。 但 是 , 当 考 虑 剩 下 的 这 40 多 的 残 基 位 置 时 , 似 又 不 能 从 和 蛋白质 顺序 这 种 分 子 水 平 来 推导 出 基 
因 进 化 的 正确 路 线 ,理由 有 二 :首先 ,遗传 密码 是 很 丰富 的 ,一 种 氨基 酸 可 由 几 套 三 联 密码 子 中 的 任 
一 套 来 体现 ;其 次 ,我们 现在 测定 的 多 肽 顺序 仅 是 我 们 看 到 的 进化 到 今天 的 产物 ,现在 还 没有 研究 
进化 中 间 阶 段 的 好 办 法 。 但 是 从 碳酸 栈 酶 B 和 C 链 的 顺序 看 ,多 数 氨 基 酸 的 置换 作用 是 按 最 小 突 
变 路 线 进 行 的 ,可 用 编码 的 三 联 体 中 只 发 生 一 个 碱 基 变 换 来 解释 。 要 求 相 应 密码 子 中 三 个 碱 基 鲍 
变 的 置换 只 有 一 处 , 那 就 是 第 245 fiz. TE B 多 肽 链 中 那里 是 由 AUU 或 AAC 编码 的 天 冬 氢 酸 , 而 在 
C 同 工 酶 中 则 被 UCC 编码 的 色 氢 酸 所 代替 。 除 了 一 级 顺序 资料 外 ,X 射线 结晶 学 的 研究 揭示 了 两 
种 同 工 酶 在 0.2nm 分 辨 率 下 肽 链 二 、 三 级 结构 的 折 和 县 情况 ,指出 两 种 同 工 酶 之 间 存 在 着 高 度 的 三 
维 结构 同 源 性 ,补充 了 它们 的 一 级 结构 顺序 的 高 度 同 源 性 。 

对 猪 乳 酸 脱氧 酶 A 和 了 B 亚 基 的 研究 也 得 到 了 类 似 结果 。A 和 B 多 肽 链 间 仅 有 两 个 氨基 酸 长 
度 的 差异 。A 较 短 , 共 331 个 残 基 。 设 想 第 17 残 基 不 是 因 A 链 中 丢失 ,就 是 在 B 链 中 重复 , 而 残 基 
331 位 则 因 A 链 中 的 丢失 。 这 样 一 来 ,就 可 得 到 两 个 多 肽 链 的 最 大 同 源 性 。 两 种 多 肽 氨基 酸 全 顺 
序 的 75 色 是 相同 的 。 氮 基 酸 大 多 数 的 置换 作用 ,也 只 要 密码 子 中 一 个 碱 基 的 变化 就 能 达到 ,并 不 
要 求 三 个 碱 基 全 变 。 乳 酸 脱 氢 酶 亚 基 的 高 分 辨 率 X 射 线 结晶 学 的 结构 ,也 指出 了 A 和 B 亚 基 在 三 
维 结构 上 有 较 高 的 同 源 性 。 在 折 友 的 多 肽 链 中 鉴定 各 氮 基 酸 所 处 的 位 置 ,就 能 按照 它们 在 亚 基 结 
构 中 的 位 置 把 氨基 酸 分 类 。 已 发 现 催化 上 重要 的 残 基 上 比 非 直接 参与 活性 部 位 的 残 基 显 示 了 出 更 强 
的 保守 性 。 在 亚 基 表 面 上 的 氨基 酸 通常 比 内 部 的 残 基 更 易 被 置换 。 


A: ATLKDQLIHNLLKEEH-VPHNKITVVGVGAVGMACAISIL 
1 10 20 30 35 40 


B: ATLKEKLIAPVAQQETTIPBNKITVVGVGQVGMACAISIL 


图 5$-1 猪 乳 酸 脱 氢 酶 A 和 B 亚 基 一 级 结构 顺序 比较 


图 5- 1 是 猪 乳 酸 脱 氧 酶 A 和 B 亚 基 N - 端 前 40 个 氨基 酸 残 基 , 下 面 横 线 表示 不 相同 的 残 基 。 
总 之 ,碳酸 本 酶 和 乳酸 脱 氢 酶 同 酶 的 结构 资料 和 下 述 概念 完全 一 致 :从 单一 祖先 基因 进化 而 来 的 两 
套 多 基因 座 同 工 酶 都 由 该 祖先 基因 经 过 复制 ,后 来 再 经 过 众多 的 点 突变 分 化 而 来 的 。 其 中 大 多 数 
是 碱 基 的 置换 作用 ,偶尔 也 发 生 碳 基 的 丢失 或 插入 。 

Eventof 等 人 得 到 了 角 获 的 A 亚 基 完 整 的 氨基 酸 顺 序 资料 ,以 及 鸡 的 A 和 了 B 亚 基 近 于 完整 的 
顺序 资料 。 所 有 五 种 乳酸 脱 氢 酶 同 工 酶 都 显 出 高 度 的 顺序 同 源 性 ,并 可 在 A 和 了 B 亚 基 之 间作 出 有 


5 filme 171 


意义 的 比较 。 总 的 说 来 ,不 同 物种 相同 的 亚 基 之 间 比 同 种 物种 不 同 亚 基 型 之 间 有 更 高 的 顺序 类 似 
性 。 例 如 , 猪 LDH 的 A 和 B 亚 基 间 在 进化 上 的 差异 , 比 猪 A 和 鸡 A 之 间 , 或 比 猪 B 和 鸡 B 之 间 的 
差异 都 要 大 。 因 此 , 自 A 和 了 B 亚 基 相 互 分 化 以 来 ,它们 各 自 都 有 相当 高 的 进化 保守 性 (evolutionary 
conservation ) 。 

要 想 鉴 别 过 去 的 进化 活动 就 必须 研究 大 量 的 不 同 物种 ,以 便 能 从 进化 至 今 的 分 支 端 追 溯 并 多 
划 出 进化 树 的 轮廓 。 虽 说 X 射线 晶体 学 和 和 氨基酸 顺序 资料 能 详细 描绘 出 酶 结构 的 图 象 ,但 需要 通 
过 昂贵 又 费力 的 步骤 才能 得 到 ,这 对 于 甄别 数量 庞大 的 同 工 酶 类 是 不 适用 的 。 为 此 应 采用 其 它 技 
术 , 尽 管 目前 有 关 信 息 还 很 少 。Markert 等 人 曾 研 究 过 鱼 的 乳酸 脱 氢 酶 同 工 酶 类 的 电泳 迁移 率 , 评 
论 了 其 它 肴 椎 动物 中 这 类 同 工 酶 的 类 似 资料 。 这 种 广泛 的 调查 使 我 们 能 对 进化 进程 中 LDH 基因 
的 倍加 用 图 表 来 说 明 。 例 如 , 兰 椎 动物 最 原始 类 型 之 一 的 八 鲤 目 只 具有 LDH 单 基因 座 , 这 就 类 似 
于 无 脊 椎 动物 。 然 而 ,所 有 其 它 的 兰 椎 动物 都 至 少 有 两 个 基因 座 。 这 就 暗示 ,LDH 基因 座 最 初 的 
倍加 是 在 演化 到 兰 椎 动物 后 不 久 发 生 的 。 

特异 的 抗 血清 是 研究 同 工 酶 结构 类 似 性 的 另 一 种 方法 。 一 些 酶 显示 ,多 基因 座 同 工 酶 的 不 同 
亚 基 型 没有 免疫 学 上 的 交叉 反应 。 例 如 ,人 碳酸 栈 酶 B 的 抗体 不 和 人 碳酸 栈 酶 C 反 应 。 反 之 ,C 同 
工 酶 的 抗体 也 不 和 B 反应。 已 经 证 明 ,LDH 和 LDH, 之 间 同 样 没有 交叉 反应 法 。 同 工 酶 在 免疫 化 
学 性 质 上 截然 不 同 的 事实 表明 ,处 于 表面 处 的 氨基 酸 曾 发 生 过 广泛 的 置换 反应 ,以 致 于 不 存在 由 两 
种 同 工 酶 共同 使 用 的 公共 抗原 决定 簇 (antigenic determinant), AA ATA HK Pee at AA LDH 的 结 
构 支 持 了 这 一 结论 。 同 工 酶 之 间 不 存在 这 种 免疫 交叉 反应 ,就 象 同 酶 特异 抗 血清 有 助 于 证 明生 物 
相当 缺乏 物种 特异 性 那样 ,是 值得 注意 的 。 在 烯 醇化 酶 的 情况 下 , 鼠 肌 烯 醇化 酶 亚 基 氏 的 抗 血 清 ， 
能 和 包括 鱼 类 在 内 的 大 量 糊 椎 动物 肌肉 的 烯 醇化 酶 相 结合 ,但 它 却 对 鼠 的 aa 同 工 醇 无 效 。 更 引 人 
注目 的 是 ,对 丙酮 酸 激酶 的 研究 也 得 到 了 类 似 的 结果 。 人 肝 和 肌肉 中 的 这 种 同 工 酶 之 间 并 不 显示 
化 学 交叉 反应 性 ,但 这 两 种 酶 的 抗 血清 却 能 和 大 肠 杆 菌 中 的 丙酮 酸 激酶 起 反应 。 人 同 工 酶 的 抗 血 
清 不 能 和 同 种 机 体 的 另 一 丙酮 酸 激酶 基因 座 的 产物 起 交叉 反应 ,但 他 们 却 能 和 原核 生物 的 酶 实现 
交叉 反应 ,虽说 进化 上 人 和 大 肠 杆菌 约 在 15 亿 年 前 就 分 又 了 。 乳 酸 脱 氢 酶 同 工 酶 的 进化 ,也 曾 用 
免疫 化 学 进行 过 研究 。 在 兰 椎 动物 进化 进程 中 ,所 有 六 种 不 同 LDH 基因 座 都 会 显现 ,但 仅 有 三 种 
被 保留 在 哺乳 动物 中 , 同 工 酶 的 这 些 免 疫 化 学 研究 ,证 明 多 基因 座 产 物 之 间 有 很 大 的 结构 差异 。 各 
同 工 酶 亚 基 型 又 说 明了 疹 椎 动物 进化 的 高 度 保守 性 。 以 至 看 来 酶 结构 变化 象 是 有 着 很 强 的 进化 压 
力 , 因 为 同 工 酶 的 亚 基 从 原 基因 复制 产生 它们 起 就 分 又 得 很 厉害 。 使 人 联想 到 多 基因 座 同 工 酶 对 
有 机 体 必 定 是 有 利 的 ,因为 它们 的 趋 异性 竟 能 超越 通常 范围 较 窄 的 酶 的 可 变异 性 。 


5.4.3， 代 谢 调节 中 的 同 工 栈 


近年 来 ,有 关 同 工 酶 与 代谢 调节 的 研究 已 愈 来 愈 受 到 人 们 的 重视 ,但 已 阐明 的 同 工 酶 还 不 多 。 
实验 表明 : 同 工 酶 在 各 组 织 或 亚 细 胞 组 织 分 中 分 布 的 不 同 以 及 它们 之 间 底 物 特异 性 和 动力 学 的 差 
别 决定 了 同 工 酶 在 体内 的 功能 是 不 同 的 。 下 面 简单 介绍 在 细菌 和 哺乳 动物 体内 同 工 酶 对 代谢 的 调 
ie 

5.4.3.1 细菌 中 同 工 酶 对 氨基 酸 合成 的 调节 

有 关 同 工 酶 参与 代谢 调节 最 早 也 是 最 成 功 的 例子 之 一 ,是 关于 细菌 中 的 合成 控制 。 如 在 大 肠 
杆菌 中 某 些 氨基 酸 的 合成 , 当 单 一 的 酶 反应 同时 产生 几 种 终 产物 时 , 必 将 引出 一 个 调节 的 问题 。 由 
这 些 产 物 中 的 一 种 所 引起 的 反馈 抑制 ,不 仅 会 干扰 自身 ,也 会 干扰 其 他 产物 的 形成 。 例 如 ;天 冬 氮 
酸 激酶 催化 苏 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 、 赖 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 的 合成 ,就 如 图 5- 2 所 示 。 现 在 这 一 问题 已 通过 
天 冬 扫 酸 激酶 的 三 种 同 工 酶 的 演化 得 到 澄清 ,原来 ,AKI 和 AK 亚 活性 可 分 别 被 苏 氨 酸 和 赖 氨 酸 抑 
制 , 而 AKI 的 合成 被 甲 硫 氨 酸 抑制 。 此 外 ,还 存在 着 由 赖 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 和 苏 氢 酸 的 分 支点 抑制 
(branch point inhibition) 。 在 这 种 抑制 作用 中 ,这 些 底 物 各 抑制 形成 自身 的 最 后 一 步 反 应 。 由 图 5- 
2 可 清楚 地 看 出 , 任 一 产物 的 积累 都 只 能 引起 天 冬 氢 酸 激酶 活性 的 部 分 抑制 。 而 且 , 余 下 的 代谢 物 
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的 流向 又 将 通过 分 支点 抑制 被 引 向 适当 途径 。 


Ris 


| FF 一 一 -下 i oa —— — 
| 
| 
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| Belge! Sy pller 


胱 硫酸 一 一 高 丝氨酸 和 


RET EE) Se ee 


图 5$-2 天 冬 氢 酸 激酶 同 工 酶 (AKI , AKT, AKI) 
在 大 肠 杆菌 合成 赖 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 和 苏 氢 酸 的 调节 中 的 作用 
一 一 ' 酶 活性 的 抑制 作用 , - - - 酶 合成 的 抑制 作用 


5.4.3.2 哺乳 动物 体内 同 工 酶 对 代谢 的 调节 
哺乳 动物 体内 的 同 工 酶 系统 远 比 细菌 复杂 ,不 少 代谢 通路 中 均 有 同 工 酶 存在 。 有 人 统计 了 糖 
代谢 四 条 通路 中 的 酶 ,发 现 大 多 是 多 基因 位 点 调控 的 ( 表 5$- 6) ,如 人 参与 简 萄 糖 酵 解 的 11 个 酶 中 , 竟 
有 9 种 具有 多 基因 位 点 的 同 工 酶 。 
表 S-6 哺乳 动物 四 条 糖 代 谢 通路 中 的 同 工 酶 


糖 酵 解 通路 糖 异 生 通 路 


己 糖 激酶 丙酮 酸 羧 化 酶 
PRC 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 激 酶 2 
磷酸 果糖 激酶 果糖 二 磷酸 酶 2 
RE Sa it 糖 原 糖化 通路 

磷酸 丙 糖 异 构 酶 糖 原 磷酸 化 酶 3 
3 -磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 3 
磷酸 甘油 酸 激酶 6 -磷酸 葡萄 糖 酶 一 
Be RH Th 7 Bs 糖 原 合成 通路 

烯 醇化 酶 UDPG 焦 磷酸 化 酶 =- 
丙酮 酸 激酶 糖 原 合成 酶 2 


乳酸 脱氧 酶 


(1) 不 同 亚 细 胞 组 分 中 的 同 工 酶 常 有 不 同 的 生理 功能 , Urela 曾 统 计 哺 乳 动 物体 内 具有 ”区域 
化 "(Compartmentaion) 现 象 的 同 工 酶 约 有 40 种 左右 。 不 同型 的 同 工 酶 和 不 同 的 亚 细 胞 组 分 结合 , 它 
们 往往 有 不 同 的 动力 学 性 质 , 它 们 在 催化 AB 的 可 逆反 应 中 , 正 逆 两 个 方向 的 反应 速度 是 不 同 
的 。 表 5-7 列 举 了 分 布 于 线粒体 内 外 的 MDH,, #1 MDH, 的 动力 学 区 别 。 指 出 MDH,, 对 苹果 酸 的 亲 
和 力 大 于 MDH.(K。 小 ) ,而 对 NADH 的 亲和力 又 小 于 MDH.(K。 大 ) ,并且 MDH。 受 低 浓 度 草 酰 乙酸 
的 抑制 ,MDH, 则 和 否 。 这 说 明 MDH, 催化 苹果 酸 + NAD* 一 草 酰 乙 酸 +NADH+ 于 的 速度 较 逆 向 反 
应 快 ,而 MDH, 则 催化 逆向 反应 较 快 。 这 和 它们 的 生理 功能 是 一 致 的 。 因 MDH, JA = RARE 
系 , 它 主 要 使 苹果 酸 脱氧 ,而 MDH, 则 主要 使 胞 液 中 的 草 酰 乙酸 还 原 而 穿 人 线粒体 。 后 一 反应 对 胞 
液 中 的 NADH 的 百 进 入 线粒体 氧化 (苹果 酸 - 草 酰 乙酸 循环 ,图 $-3) 以 及 胞 液 中 来 自 线粒体 的 柠 
檬 酸 裂 解 后 生成 的 草 酰 乙酸 ( 另 一 产物 乙酰 CoA 可 用 于 脂肪 酸 合成 ) 重 新 回 人 线粒体 (苹果 酸 -两 
酮 酸 循环 ,图 5-4) 有 关 。 
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5-7 牛 心中 两 型 苹果 酸 脱 氢 酶 同 工 酶 的 比较 


MDH,, 

分 子 量 | 62 000 52 000 

等 电 点 5.5~5.6 4.6~4.7 

K, L-#RR 2.5 x 1074 mol/L 4.7x 10~*mol/L 
NAD* 9.9 x 1075 mol/L 9.9 x 10-> mol/L 
草 酰 乙酸 3.4x10-5mol/L 4.2x10-5mol/L 
NADH 5.2x 10-5mol/EL 2.7x 10-5mol/L 

草 酰 乙酸 开始 抑制 浓度 1.3x 10-4mol/ 工 >1.9x10-5mol/ 工 


仍 不 抑制 
NAD+ RR FRR NAD* 
MDH ai MDH 

H*+NADH RZ 全 = are 

_a-MR—® KARR 呼吸 链 


图 5-3 苹果 酸 - 草 酰 乙酸 循环 
工 ~ 为 各 种 二 羧 酸 转 位 酶 ,其 中 工 ,了 可 相同 , 工 , 焉 也 可 能 相同 


线粒体 
内 膜 


胞 液 葡萄 精 线粒体 


C02+NADPH+H 丙酮 酸 


NADP * 
DY, 


苹果 酸 
NAD 


乙酰 CoA 


NADHH (4) 


草 酰 乙酸 
CoA 


ADP+Pi+ 乙酰 CoA (3) 


ATP’ 柠檬 酸 
CoA 


柠檬 酸 


图 5- 4 丙酮 酸 -苹果 酸 循环 
(1) 丙酮 酸 羧 化 酶 ;(2) 柠檬 酸 合成 酶 ;(3) ATP -柠檬 酸 裂 合 酶 ;(4) 苹果 酸 脱 氢 酶 ;(5) 苹果 酸 酶 
与 此 相似 ,最 近 发 现 位 于 肌肉 线粒体 内 膜 的 肌 酸 激酶 (CK。) 主 要 使 来 自 氧化 磷酸 化 的 ATP 和 
肌 酸 作 用 生成 ADP 和 磷酸 肌 酸 。 


(2) 在 催化 底 物 循环 的 酶 系 中 , 常 有 同 工 酶 存在 ,如 在 糖 酵 解 和 糖 异 生 通路 上 有 三 处 底 物 循 
环 :如 图 5$-5 所 示 : 
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@O 己 糖 激酶 (HK、GK) @ 磷酸 果糖 激酶 (PFK) 


| TO ea 
葡萄 糖 6- 磷 酸 和 葡萄 糖 ” 1- 磷 酸 果糖 (FIP) 1,6- 二 磷酸 果糖 (FDP) 
eee ees Pa | | 
6- 磷 酸 葡萄 糖 酶 果糖 二 磷酸 酶 


@@ ”磷酸 丙 糖 三 二 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 (PEP) 


rman +ADP 丙酮 酸 激酶 
-GDP -ATP 
—C02 +C02 
ATP, CO 
AMZ <——— 丙 醋 酸 
P,P 
丙酮 酸 羧 化 酶 


图 5-5 糖 酵 解 和 粮 异 生 中 的 底 物 循环 
其 中 第 @) 个 循环 又 称 为 丙酮 酸 羧 化 支 路 。 三 个 循环 涉及 的 七 种 酶 中 ,已 报道 五 种 有 同 工 酶 ( 表 5- 
8) , 表 5-8 总 结 了 三 种 糖 酵 解 关键 酶 的 分 布 。 
表 S5-8 三 种 糖 酵 解 关 键 酶 的 同 工 酶 在 成 年 大 鼠 组 织 中 的 分 布 


ey 和 a ae 


ie + 4. aes oe SS 
+ + 


Sg ee ae Se ee 
+oHrH#H tTr?$=rtro~H + + 


让 下 


+ 多 少 代 表 酶 含量 的 高 低 
0 未 见 文献 报导 


由 上 可 知 , 同 工 酶 广泛 参与 代谢 各 过 程 ,不 同 代谢 途径 的 酶 系 都 互相 独立 地 催化 一 个 单 向 的 反 
应 ,而 同一 途径 的 酶 分 子 又 互相 跤 松 地 结合 在 一 起 形成 所 谓 “ 多 同 工 酶 复合 体 ”(polyisozyme com- 
plex) ,成 为 代谢 途径 中 的 催化 单元 。 

5.4.3.3 代谢 途径 区 域 化 的 同 工 酶 

代谢 途径 区 域 化 是 代谢 机 构 的 基本 特征 ,有 许多 同 工 酶 参与 。 从 许多 例子 中 可 以 看 到 ,不 论 是 
动物 还 是 植物 ,一 种 酶 反应 是 由 分 隔 于 细胞 质 和 各 细胞 器 中 的 同 工 酶 所 催化 的 ,有 时 这 些 同 工 酶 有 
明显 不 同 的 性 质 , 但 对 玉米 来 说 ,特异 分 布 于 细胞 质 、 线 粒 体 和 乙 醛 酸 循环 体 之 中 的 几 种 苹果 酸 脱 
氢 酶 同 工 酶 , 却 有 着 十 分 类 似 的 动力 学 性 质 , 从 而 认为 这 些 同 工 酶 的 代谢 意义 在 于 它们 的 区 域 化 。 
大 概 这 些 同 工 酶 对 特定 的 细胞 成 分 各 有 其 特异 的 结合 位 点 ,由 这 种 结合 位 点 把 各 同 工 酶 分 隔 在 特 
定 的 区 域 。 把 酶 安放 在 特定 位 置 这 一 事实 本 身 就 提供 了 选择 优势 。 但 是 ,未 能 实现 对 同 工 酶 结合 
于 细胞 成 分 的 这 种 选择 性 进行 检验 。 即 使 对 已 知道 全 部 结构 的 同 工 酶 ,也 未 能 从 其 结构 上 识别 出 
结合 位 点 。 总 之 ,能 够 证 明 结 合 位 点 存在 的 直接 证 据 还 是 很 少 的 。 


Ureta 曾 列举 了 一 大 群 同 工 酶 ,它们 彼此 除了 电荷 差异 外 ,其 它 性 质 没 有 什么 不 同 。 当 然 , 要 是 ， 


这 些 同 工 酶 的 存在 并 未 授予 有 机 体 某 些 选 择优 势 的 话 , 那 末 就 很 难 对 它们 的 进化 和 特异 的 组 织 


布 作 出 解释 。 在 推测 这 些 “ 沉 默 同 工 酶 (silent isoenzymes) ”的 功能 时 , Ureta 提议 ,细胞 质 的 代谢 过 程 
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要 比 近 年 来 所 设想 的 有 更 高 的 组 织 化 。 他 认为 每 一 个 代谢 途径 都 是 由 多 酶 复合 体 (multienzyme 


complex) 来 进行 的 。 这 些 复 合体 的 稳定 性 不 同 于 已 被 我 们 完整 分 裂 离 出 来 、 确 证 其 存在 的 脂肪 酸 
合成 酶 复合 体 。 现 在 设想 , 糖 酵 解 酶 类 所 组 成 的 复合 物 是 一 种 松散 的 联合 体 ,致使 在 义 浆 和 离心 时 
这 种 复合 物 就 解体 了 。 据 此 又 认为 ,代谢 途径 可 以 看 作 是 由 多 同 工 酶 复合 物 (polyisoenzymic com- 
plex) 进 行 的 一 系列 分 开 的 单 向 顺序 的 组 合 。 还 具体 地 提出 下 列 途 径 是 由 各 个 独立 的 复合 体 进行 
的 :葡萄 糖 -~ 糖 原 ; 糖 原 一 葡萄 糖 ; 糖 原 一 丙 酰 乙酸 一 葡萄 糖 ; 草 酰 乙酸 一 糖 原 等 等 。 因 此 一 种 酶 能 
同时 在 好 几 种 反应 顺序 块 中 出 现 ,并 假定 每 一 种 复合 体 各 有 其 特异 的 同 工 酶 。 言 外 之 意 , 这 些 联合 
体 是 通过 同 工 酶 彼此 间 相 配 基 团 的 亲和力 集合 而 成 ,也 就 是 说 ,集合 取决 于 同 工 酶 结合 部 位 的 特异 
性 。 有 关 同 工 酶 缔 合 的 特异 性 尚未 经 详细 研究 ,如果 Ureta 的 观点 是 正确 的 话 ,这 种 特异 性 必然 存 
在 ,由 此 所 得 研究 结果 也 将 不 会 是 人 为 的 。 


5.4.4 瘤 瘤 状态 下 同 工 酶 谱 改 变 的 生物 学 意义 


癌 瘤 状态 下 酶 谱 的 改变 与 其 生长 迅速 的 特点 相 适 应 。 一 些 与 核酸 和 蛋白质 生物 合成 有 关 的 
“增殖 性 酶 "的 增高 可 以 提供 瘤 瘤 增 殖 所 需 的 细胞 成 分 ;一 些 糖 代谢 酶 类 活性 的 改变 也 为 细胞 增殖 
提供 核糖 等 原料 或 能 量 ( 表 5 - 9)。 同 样 , 同 工 酶 谱 的 改变 也 适应 细胞 增殖 的 需要 。 例 如 糖 酵 解 酶 
系 中 ,一 引进 胎儿 型 同 工 酶 增高 后 ,它们 对 底 物 的 亲和力 比 成 年 型 大 得 多 , 故 可 使 糖 酵 解 速度 增加 ， 
有 利于 细胞 增殖 。 同 时 , 因 分 化 型 同 工 酶 丧失 ,使 脏 器 的 一 些 特殊 功能 (如 糖 异 生 、 乌 氨 酸 循环 ) 降 
低 。 这 样 ,在 一 定 程度 上 也 可 将 ATP 节约 下 来 ,更 多 地 用 于 增殖 必需 的 蛋白 质 和 核酸 的 生物 合成 。 

表 5-9 与 癌 瘤 恶性 程度 有 关 的 酶 谱 变化 


L.eRK 2.% KK 3. 蛋白 质 和 氨基 酸 代谢 4. 其 它 代谢 方面 
喀 啶 .RNA、DNA 的 合成 增加 : 葡萄 糖分 解 代谢 增加 蛋白 质 合成 增加 : 膜 cAMP 代谢 : 
氨基 甲 酰 磷 酸 合成 酶 -2 己 糖 激酶 氨基 酸 摊 人 蛋白 质 ( 丙 氨 。 cAMP 磷酸 二 酯 酶 增加 
氨基 甲 酰 转移 酶 磷酸 果糖 激酶 酸 、 天 冬 氨 酸 甘氨酸 `、 丝 ” 腺 苷 酸 环 化 酶 :减少 
[SRS 丙酮 酸 激酶 AR FEAR MAR) ”多 胺 化 合 物 的 合成 增加 : 
三 磷酸 胞 苷 合成 酶 葡萄 糖 合成 降低 : 微粒 体 以 外 的 蛋白 合成 ” 乌 氨 酸 脱羧 酶 
PRI DEAT 6 -磷酸 葡萄 糖 酶 系统 活性 多 胺 化 合 物 的 合成 降低 : 
核糖 核 苷 酸 脱 氢 酶 果糖 二 磷酸 酶 分 解 氨基 酸 的 酶 减少 S- 腺 苷 蛋氨酸 合成 酶 
HOF RE ALS 烯 醇 式 丙酮 酸 羧 激 酶 谷 氨 酸 脱 氢 酶 酮 体 利用 增加 ， 
脱氧 胞 苷 酸 脱 氢 酶 丙酮 酸 羧 化 酶 谷 氨 酸 草 酰 乙 酸 转 氨 酶 ”琥珀 酰 辅酶 A 乙酰 乙酰 
胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 酶 特异 性 磷酸 化 酶 减少 : 色 氢 酸 吡 咯 酶 辅酶 A 转移 酶 
DNA 2 RBS 果糖 激酶 5 -羟色胺 脱 氨 酶 间 类 代谢 降低 ; 
DNA KH RRB 葡萄 糖 激 酶 5 - 产 色 胶 脱 羧 酶 a -磷酸 甘油 脱 氢 酶 
tRNA 甲 基 化 酶 果糖 代谢 降低 : 尿素 循环 降低 : 8- 羟 8- 甲 戊 二 酰 辅酶 A 合 
哮 喧 分解 代 谢 降低 : 硫 激酶 鸟 氨 酸 转 氨 基 甲 酰基 酶 ”成 酶 
二 氢 尿 喀 啶 脱 氢 酶 醛 缩 酶 
味 叭 合成 增加 同 工 酶 改变 减少 : 
KRAMER AM 米 氏 常数 大 的 同 工 酶 
AiR ROS AF BB 同 工 酶 改变 增加 
叮 叭 分 解 代谢 降低 : 米 氏 常数 小 的 同 工 酶 
Aik ROS AT BA 5 -磷酸 核糖 的 利用 增加 

磷酸 核糖 焦 磷酸 合成 酶 


出 现 Crabtree 效应 (Crabtree effect) 是 癌 瘤 组 织 糖 代 谢 最 普遍 最 典型 的 特点 之 一 ,这 在 数 十 年 前 
就 由 Warburg 发 现 , 但 其 确切 机 制 尚未 完全 清楚 。 最 近 证 明 : 癌 瘤 组 织 中 丙酮 酸 激 酶 (PK) 活 力 的 增 
高 及 其 同 工 酶 谱 由 工 型 转变 为 KK 型 ,与 Crabtree 效应 有 密切 关系 。 因 为 PK 以 ADP 为 底 物 , 故 糖 酵 
解 必需 ADP, 而 ADP 也 是 线粒体 中 刺激 细胞 呼吸 和 氧化 磷酸 化 的 重要 化 合 物 , 故 胞 液 中 的 PK 与 线 
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粒 体 之 间 有 竞争 ADP 的 作用 。 实 验证 明 : 低 分 化 肝癌 组 织 胞 液 中 的 PK 活性 可 较 正 常 肝脏 高 很 多 
倍 , 且 同 工 酶 谱 由 工 型 转变 成 久 型 ,而 K 型 对 底 物 ADP 及 PEP AH K,, 较 工 型 小 得 多 ,这 就 使 肝癌 胞 
液 中 的 PK 向 线粒体 争夺 ADP 的 能 力 显 著 提高 ,使 胞 液 中 的 糖 酵 解 加 速 ;同时 使 线粒体 中 的 ADP 明 
显 减少 ,导致 呼吸 降低 。 这 是 造成 癌 瘤 中 出 现 Crabtree 效应 的 重要 机 理 。 糖 酵 解 中 另 一 个 可 与 线 
粒 体 争 夺 ADP 的 3 -磷酸 甘油 酸 激酶 ,由 于 在 肝癌 时 增高 不 多 , 且 不 是 糖 酵 解 的 关键 酶 , 故 与 Crab- 
tree 效应 的 关系 较 少 。 


5.45 发 育 与 分 化 中 的 同 工 酶 


发 育 是 指 在 一 稳定 的 遗传 信息 库 中 基因 经 选择 性 的 表达 ,由 单 细 胞 受精 卵 产 生 一 个 复杂 的 成 
体 的 过 程 。 这 种 过 程 的 主要 特征 是 组 织 分 化 ,由 此 产生 了 许多 细胞 类 型 。 每 一 类 细胞 都 有 其 自己 
特异 的 体征 和 代谢 特性 ,从 而 使 成 年 机 体 具 有 既 分 工 又 统一 的 整体 功能 。 很 清楚 ,特异 的 基因 表达 
产生 了 成 体 组 织 特异 的 同 工 酶 谱 , 鉴 于 这 类 同 工 酶 谱 都 是 由 单 细 胞 阶段 的 一 个 前 体 酶 谱 产 生 的 , 因 
此 一 系列 复杂 的 同 工 酶 变化 显然 都 是 在 发 育 中 发 生 的 。 从 同 工 酶 学 诞生 的 那天 起 ,这 些 变化 就 一 
直 引 起 发 育 生 物 学 家 们 的 浓厚 兴趣 。 

5.4.5.1 同 工 酶 与 发 育 | 

作为 特异 基因 产物 的 同 工 酶 类 是 判别 细胞 类 型 的 有 效 标志 物 ,我 们 可 按 同 工 酶 的 分 子 组 成 来 
划分 细胞 。 这 种 方法 显然 比 只 用 形态 学 标准 要 准确 得 多 。 此 外 ,在 这 方面 用 同 工 酶 也 比 用 其 它 基 
因 产 物 具 有 更 多 优点 ,因为 同 工 酶 是 以 系列 形式 存在 ,能 很 方便 地 把 一 种 同 工 酶 作为 评价 它 在 另 一 
场合 下 发 生变 化 的 对 照 。 这 一 点 特别 重要 ,因为 以 发 育 过 程 中 细胞 蛋白 质 浓度 升 高 是 常 有 的 事 。 
但 是 常常 发 现 , 同 工 酶 的 比例 变化 比 单 种 酶 或 蛋白 质 的 绝对 浓度 的 变化 更 能 精确 地 反映 发 育 变化 。 
这 是 因为 估价 后 一 种 变化 的 差别 很 大 ,其 值 甚至 取决 于 用 作 上 比较 依据 的 是 干 重 \ 湿 重 、 蛋 白质 含量 ， 
还 是 细胞 数目 。 

发 育 上 对 同 工 酶 发 生 兴 趣 ,不 仅 是 因为 它们 最 后 的 组 织 分 布 是 代谢 分 化 的 一 项 主要 特征 ,也 因 
为 能 在 胚胎 和 婴儿 生命 各 个 时 间 辨 别 出 容 易 消逝 的 同 工 酶 谱 , 这 对 解释 发 育 过 程 的 这 些 阶 段 中 特 
有 的 代谢 问题 是 必 不 可 少 的 。 虽 说 发 育 同 工 酶 学 (developmental isozymology) 比 标志 物 描 述 性 的 研究 
是 更 难 更 属 推理 性 的 研究 领域 ,但 它 对 阐明 发 育 过 程 将 会 起 重要 作用 。 

5.4.5.2 个 体 发 育 时 同 工 酶 谱 变化 的 类 型 

在 个 体 发 育 时 ,不 同 的 同 工 酶 在 同一 种 组 织 中 可 有 不 同 的 变化 ,而 不 同 组织 中 同一 种 同 工 酶 的 
变化 也 各 不 相同 , 现 分 别 说 明之 。 

(1) 不 同 组 织 的 胎儿 型 同 工 酶 相同 ,只 有 二 种 。 如 哺乳 动物 中 不 同 胎儿 组 织 的 主要 PK 都 是 K 
型 。 在 不 少 成 年 组 织 中 ,也 仍 以 玉 型 为 唯一 形式 。 在 肾脏 中 ,虽然 工 型 在 出 生前 后 开始 表达 ,但 民 
型 PK 始终 占 绝对 优势 (90% 或 以 上 )。 在 肝脏 中 ,出 生前 2 天 ,K 型 还 略 多 于 工 型 ,但 出 生 后 工 型 逐 
渐 增 多 ,至 成 年 期 可 至 85 ~ 90% 左 右 。 在 骨骼 肌 \ 心 肌 及 脑 中 , 则 胎儿 期 的 KK 型 随 着 分 化 发 育 而 逐 
渐 被 M 型 取代 ( 表 S$- 10) ,最 后 导致 PK 同 工 酶 在 成 年 组 织 中 不 同 的 分 布 。 


表 5-10 大 鼠 发 育 过 程 中 丙酮 酸 激酶 同 工 酶 谱 的 变化 


O“( ，)" 表 示 可 有 可 无 ,各 家 报道 不 同 ; 
© 在 胎 鼠 肝 中 发 现 R 型 ,可 能 与 胎 肝 的 造血 功能 有 关 
与 此 相似 ,大 鼠 胎儿 期 的 肌 酸 激酶 (CK) 几 乎 全 部 是 BB 型 ,出 生前 才 开 始 出 现 M 亚 基 , 成 年 后 
的 大 多 组 织 ,包括 肝 、 肾 、 脑 小 肠 等 仍 保 留 BB 型 为 唯一 的 CK 同 工 酶 ,只 有 骨骼 肌 转 变 为 全 部 是 
MM 型 ,心肌 和 乳腺 也 以 MM 型 为 主 。 
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(2) 不 同 组 织 有 相同 的 胎儿 型 同 工 酶 ,但 可 有 两 种 ,在 不 同 种 属 的 动物 中 其 主要 胎儿 型 有 所 不 
同 。 如 豚鼠 和 家 免 的 胚胎 中 ALD 的 C 亚 基 可 占 总 活性 的 50 多 以 上 ;而 田鼠 或 大 鼠 的 胚胎 组 织 中 ,A 
亚 基 可 逐渐 取代 早期 的 C 亚 在 而 成 为 主要 的 胎儿 型 同 工 酶 。 出 生 后 ,大 多 数 种 属 C 亚 基 的 表达 很 
快 被 阻 遇 ,但 C 亚 基 仍 是 脑 中 同 工 酶 的 主要 亚 基 ,也 是 心肌 脾脏 性 腺 和 红细胞 中 的 次 要 成 分 。 
在 成 年 动物 中 ,A 亚 基 是 多 数组 织 的 主要 成 分 ,但 肝脏 中 A 亚 基 的 绝 大 部 分 被 B 亚 基 取代 ,以 致 B 
亚 基 占 优势 ,肾脏 中 的 A 亚 基 也 有 部 分 被 B 亚 基 取代 。 因 此 ,大 鼠 从 胚胎 到 成 年 的 发 育 过 程 ,对 
肝 、 肾 (可 能 还 有 小 肠 粘膜 ) 说 来 ,有 一 个 C-~>A->~>B(A+B) 的 演变 过 程 。 而 其 他 组 织 则 发 生 CHAN 
取代 ,有 人 报道 , 胎 脑 中 以 A 亚 基 为 主 , 故 脑 的 发 育 可 能 有 ACA 的 演变 。 

(3) 不 同 组 织 中 胎儿 型 与 成 年 型 同 工 酶 互相 变换 。 如 大 鼠 谷 氨 酰 胺 酶 有 工 型 及 K 型 之 分 ,分 
别 存 在 于 成 年 肝 胜 和 肾脏 中 ,但 胎 肝 中 可 有 大 量 的 KK 型 ,而 胎 皮 中 却 有 50% 左 右 的 工 型 。 

(4) 同 工 酶 没有 胎儿 型 与 成 年 型 之 分 。 在 上 述 1.2 两 例 情 况 中 ,有 一 个 共同 的 特点 ,就 是 同 工 
酶 有 特定 的 胎儿 型 及 成 年 型 ,后 者 不 会 在 较 早 的 胎儿 期 出 现 , 如 工 及 M 型 改 和 B 型 ALD。 但 对 
LDH 说 来 ,A,B 两 型 亚 基 在 受精 卵 着 床 后 就 始终 同时 存在 , 唯 其 比例 在 不 同 种 属 中 有 很 大 差异 ,人 
类 以 B 型 为 主 , 鼠 类 以 A 型 为 主 。 一 般 在 妊娠 后 期 , 酶 谱 发 生 剧烈 变化 并 在 不 同 组 织 中 有 不 同 的 
发 展 趋向 ,从 而 造成 出 生 后 各 组 织 LDH 同 工 酶 谱 的 分 化 。 肝 脏 和 骨骼 肌 以 A 型 占 优势 ;而 心肌 、 
肾 、 脑 则 以 B 型 为 主 。 

有 人 用 电泳 测定 了 人 类 早期 胎儿 ( 胎 长 10.5 厘米 ) 中 各 组 织 的 LDH, APLAR LDH, (A,B, ) 最 
高 ,以 后 随 着 胎儿 的 长 大 和 各 脏 器 的 分 化 成 熟 , AB, IATA el A. ob. FAA PE 
成 IDH > LDH, > LDH, > LDH, > LDH, ,肝脏 和 骨骼 肌 则 相反 ,其 他 组 织 如 卵巢 前列腺 、 胰 腺 等 仍 
以 LDH, 最 多 。 

在 成 年 动物 的 肝脏 中 ,不 少 同 工 酶 可 由 成 年 型 置换 胎儿 期 的 胎儿 型 , 除 上 述 PK. ALD 外 ,还 有 
GK 取代 HE, 肝 型 糖 原 磷酸 化 酶 取代 胎儿 型 糖 原 磷酸 化 酶 等 。 但 也 有 一 些 同 工 酶 仍 保留 其 胎儿 型 
为 主 , 如 IV 型 磷酸 果糖 激酶 和 BB 型 CK, 其 他 组 织 和 肝脏 相 比 ,保留 胎儿 型 同 工 酶 较 多 。 
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50 多 年 来 ,人 们 一 直 认 为 酶 是 蛋白 质 ,然而 近年 来 的 实验 表明 ,核酸 分 子 也 可 以 有 酶 活性 , 即 
RNA 分 子 有 酶 活性 ,DNA 分 子 也 有 酶 活性 。 本 章 重 点 介绍 核 酶 的 发 现 . 分 发 类 功能 及 应 用 前 景 。 


6.1 核 酶 的 发 现 和 类 别 


核 酶 (Ribozyme) 主 要 指 一 类 具有 生物 催化 功能 的 RNA, 亦 称 RNA 催化 剂 。 核 酶 的 发 现 始 于 
1981 年 ,美国 Colorado 大 学 的 Cech 等 人 ,在 研究 四 膜 虫 rRNA 时 ,首次 发 现 rRNA 中 工 型 内 含 子 具有 
自我 剪接 的 功能 。1983 年 Altman 等 人 在 研究 细菌 RNase P 时 发 现 , 当 约 400nt 的 RNA 分 子 单独 存 
在 时 ,也 能 完成 切割 cRNA 前 体 的 功能 ,证 明 此 RNA 分 子 具 有 全 酶 活性 。 后 来 到 了 1986 年 T+ Cech 
MAR L- 19 RNA 在 一 定 条 件 下 能 以 高 度 专 一 性 的 方式 去 催化 守 聚 核 苷 酸 底 物 的 切割 与 连接 。 
基于 Cech 和 Altman 的 创造 性 工作 ,后 来 将 这 类 具有 酶 的 催化 特性 ,本 质 上 不 是 蛋白 质 而 是 核酸 的 
分 子 定名 为 核 酶 。 核 酶 的 发 现 , 从 根本 上 改变 了 以 往 只 有 蛋白 质 才 具有 催化 功能 的 概念 ,为 此 
Cech 和 Altman 也 因此 获得 了 1989 年 度 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

在 自然 界 中 现 已 发 现 多 种 核 酶 ,尤其 是 植物 病毒 、 拟 病毒 .卫星 RNA, 它 们 以 滚动 环 方式 进行 
复制 ,以 RNA 为 模板 首先 合成 一 个 长 RNA 转录 物 , 所 产生 的 单 拷贝 长 度 的 RNA 要 经 过 一 个 自身 切 
割 的 过 程 来 完成 ,自我 切割 是 这 些 RNA 生命 周期 中 一 个 不 可 缺少 的 环节 。 目 前 主要 有 四 种 核 酶 能 
用 于 反 式 切割 靶 RNA( 图 6-1): 四 膜 虫 自身 剪接 内 含 子 . 大 肠 杆 菌 RNase P、 锤 头 状 核 酶 和 发 夹 状 
FE HE 

但 也 有 人 提出 异议 ,认为 rRNA 前 体 不 是 真正 的 生物 催化 剂 。 因 为 :(1) 它 只 是 自身 催化 ,而 不 
是 催化 其 他 分 子 间 的 反应 ;(2) 催化 剂 在 反应 前 后 应 无 变化 , 而 它 变 化 了 ,在 反应 中 释放 出 一 段 长 
413nt 的 IVS ,其 本 身 变 成 成 熟 后 不 具 催 化 能 力 。 但 是 ,在 没有 任何 蛋白 质 和 ATP 的 情况 下 ,TRNA 
前 体 的 自我 剪接 成 rRNA 这 个 事实 是 不 能 否认 的 。 经 过 十 余年 的 努力 ,发 现 的 核 酶 已 有 几 十 种 , 按 
其 反应 类 别 可 分 为 催化 分 子 内 反应 和 催化 分 子 间 反 应 两 大 类 。 而 催化 分 子 内 反应 的 核 酶 又 可 分 为 
自我 剪接 (self - splicing) 和 自我 剪 切 (self - cleavage) 型 核 酶 。 
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图 6-1 四 种 具 催化 切割 功能 的 核 酶 


(a) 四 膜 虫 自身 剪接 内 含 子 (b) 大 肠 杆菌 的 RNase P 
(c) 锤 头 状 核 酶 (d) 发 夹 状 核 酶 


6.2 核 酶 的 催化 类 型 


6.2.1 工 型 内 含 子 的 自我 剪接 


Cech 小 组 在 研究 嗜 热 四 膜 虫 (Tetrahymena thermophila)26s rRNA 基因 转录 问题 时 ,发 现 转录 产物 
(rRNA 前 体 ) 很 不 稳定 , 几 秒 钟 内 即 自 动 切除 413nt AY A S&F (intron) 片段 ( 即 间 插 序列 片段 , in- 
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terveming Sequence IVS) ,并 产生 成 熟 的 rRNA 分 子 , 这 一 过 程 是 在 没有 任何 蛋白 质 或 酶 的 情况 下 进 
行 的 。rRNA 前 体 的 自我 剪接 实验 过 程 如 下 :rRNA 前 体 经 纯化 ,去 蛋白 质 后 与 二 价 正 离子 (MgCl ) 
和 一 个 鸟 苷 因子 一 起 保温 ,rRNA 前 体 就 发 生 剪接 ,反应 特点 是 :GC-3- OH Fl U - 3’- OH [A] IVS BY 
接点 进行 亲 核 攻击 IVS 被 准确 地 切 开 ,两 段 编码 序列 (外 显 子 ,exon) 接 在 一 起 ,而 IVS 则 共 价 环 合 。 
1986 年 Cech 等 通过 对 rRNA 前 体 自 我 剪接 机 制 的 深入 研究 ,发 现 图 6- 2 和 图 6-3 等 一 系列 反应 
都 是 由 IVS 的 特殊 结构 引起 的 。 
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图 6-2 四 膜 虫 rz- RNA 前 体 自我 剪接 反应 
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自我 剪接 反应 释放 出 来 的 线性 IVS 


(一 一 一 6) (399nt) 
可 通过 转 磷酸 酶 反应 而 自身 环 化 。 虽 然 ad 


IVS 本 身 缺 少 环 化 点 不 能 再 催化 分 子 内 反 
应 ,但 它 却 能 催化 其 他 RNA 分 子 发 生 的 (4nt) 一 + OC ( 环 状 395nt) 
多 种 分 子 间 反 应 : 
(1) 转 核 苷 酸 作 用 ， (395nt) - 6 
aaa L 一 19IVS | 104 RNA 
2CpCpCpCPC —> a+ (414nt) B- HR “催化剂 
CG,¢,C,¢,C + CpC,;GC awe 3 (394nt) TX 
(2) 水 解 作用 ,如 | GGAGGG 
Ce 0*+€, Cc yt a+O meet 
(3) 转 磷 酸 作用 ,如 (15nt) “〈( 环 状 399nt) 
CCCCCCG a U,C,pU 
——_>(,@,6,C,€,C = UpC,U, 图 6=3 LY 19 IVS(395nt) Fil 394nt RNA 的 形成 


(4) 去 磷酸 作用 ,如 
ee, CC, Cue, C4 Pi 
(5) RNA 限制 性 内 切 酶 作用 ,如 
—'C,U,¢,U,N — +G—— 6 GU,C,U + G.N—> 

前 四 个 作用 相当 于 蛋白 质 催化 剂 的 核 苷 酸 转 移 酶 、 磷 酸 二 酯 酶 、 磷 酸 转移 酶 和 磷酸 酯 酶 ,就 是 
ii L-19 IVS 具有 多 种 蛋白 酶 催化 剂 的 功能 。 第 五 种 作用 是 一 个 新 发 现 ,用 天 然 或 人 工 合成 的 
RNA 底 物 都 能 得 到 同样 的 结果 。 此 RNA 限制 性 内 切 酶 性 质 与 DNA 限制 性 内 切 酶 相似 , 只 不 过 其 
底 物 是 单 链 RNA。 

用 点 突变 方法 改变 直 - 19 IVS 催化 中 心 - GGAGGG - 序列 制备 出 含 一 GCAGGG 一 、 一 GGCGGG 
一 序列 的 人 工 RNA 催化 剂 。 结 果 像 预期 的 那样 ,它们 分 别 限 制 性 降解 相应 的 底 物 ( 表 6- 1)。 这 不 
仅 证 实 RNA 催化 剂 的 活性 部 位 及 其 底 物 专 一 性 , 而且 可 人 工 制造 新 的 RNA 催化 剂 ,使 之 具有 更 广 
泛 的 应 用 前 景 。 

L-19 IVS 不 仅 具 有 高 度 的 底 物 专 一 性 ;而且 也 服从 米 氏 动力 学 规律 ,对 于 Cs 底 物 ,其 K,, 值 为 
42x 10-mol. 工 ,天 。 值 为 33x10-s-,K /天 比 为 10s- .mol +L, 55 RNaseA 极 相似 ;再 者 对 竞 
争 性 抑制 剂 敏 感 , 例 如 脱氧 C; 是 其 竞争 性 抑制 剂 , K; 值 为 260 x 10mol'L  。 这 些 都 是 经 典 酶 催 
化 作用 的 特征 。Cech 还 比较 了 RNA 和 蛋白质 的 高 级 结构 ,从 理论 上 说 明 RNA 也 可 满足 生物 催化 
剂 所 必需 的 结构 要 求 。 

表 6- 1 天 然 与 人 工 RNA 催化 剂 的 底 物 专 一 性 


RNA 催化 剂 
(AK 394nt RNA 的 22 ~ 27) 产 Hp 
5'>3’ 

GGCCUCUAs (1) GGCCUCU + GAs 

—¢ecaccc— GGCCUGUA; (2) ps 

GGCCGCUAs (3) ; -= 

—G CAGGG— (1) § 
(2) : GGCCUGU + GAs 

(3) ks 

—GG CGGG— (1) - * 

(2) o 
(3) GGCCGCU + GAs 


DO 表示 无 降解 产物 。 


182 现代 酶 学 


6.2.2 FRESH 


1983 4E Altman 和 Pace 报道 RNase P 可 催化 t- RNA 加工 ,单独 RNA 部 分 就 可 起 催化 作用 。 


RNase P 
tRNA 前 体 一 ~5' 端 成 熟 的 t- RNA 
证 实 了 RNA 具有 分 子 间 催化 活性 ,这 个 RNA 分 子 可 以 分 离 得 到 ,也 可 在 体外 转录 产生 。 
RNase 了 (活性 ) 


ARETE ( 10mMM¢** ) 


和 蛋白质 RNA 
(AFR TE) 活性 (720mMMg* ) 
RNaseP( 活 性 ) 
AU 
G A 
C oA * 
8 son 
UG U 
UA A 
CG C 
pppG CAGGCCAGUAAAAAGCAUUACCCCG © 
Portion removed ca 
by RNase P GC 80 
GC tRNA 
GE 70 yA 
y GCCuucc G 
cGAGq 10,7 GAAGGy UC 
G CCC CU60 
GGG U 
Coa ade “6 Co, “Ago 
= 30AU “AU50 
S 5 40 
CA A 
人 
CAA 


图 6-4 RNaseP 对 tRNA 前 体 的 剪 切 


RNase P 是 个 常见 的 酶 ,具有 来 自前 tRNA 的 $' 端 引导 序列 。RNase P 能 有 效 地 切割 小 RNA 底 
物 。 原 则 上 ,只 要 具有 CCA 的 反 义 RNA 并 能 结合 到 靶 RNA ,任何 RNA 都 可 以 作为 RNase P 的 底 物 。 
RNase P 是 一 种 5’ 端 内 切 酶 ,负责 tRNA 前 体 9 端的 成 熟 。 它 对 切 点 左 侧 朝 核 苷 酸 顺 序 和 长 度 无 严 
格 要 求 ,产物 带 3'- OH 及 5'- 磷 酸 末 端 。 见 图 6- 4。 

RNase P 于 1972 年 在 大 肠 杆 菌 首次 发 现 。1978 年 S. Altman 发 现 纯 RNase P 的 密度 介 于 有 蛋白质 
Al RNA 间 ,进而 证 明 该 酶 由 RNA( 称 为 RNase P- RNA) 和 蛋白 质 ( 称 为 RNase P- 蛋 白质 ) 两 部 分 组 
成 。 

至 今 尚未 测 出 真 核 生 物 RNase P- RMA 具有 催化 活性 。 已 进行 过 研究 的 真 核 生 物 材 料 有 酵 
EE KB 细胞 、 家 乔 丝 腺 体 、 鸡 胚 、 小 牛 心 .Hela 细胞 等 。 真 核 生物 RNase P 反 应 所 需 的 金属 离子 ,pH 
值 以 及 抑制 剂 与 大 肠 杆 菌 RNase P 相似 。 同 时 ,它们 都 能 以 大 肠 杆菌 tRNA 前 体 为 底 物 , 且 切 点 也 
与 大 肠 杆 菌 RNase P 一 致 。 这 些 真 核 生 物 RNase P 一 般 也 是 由 RNA 和 蛋白质 两 部 分 组 成 ,但 其 
RNA 分 子 比 原 核 生物 RNase P 中 的 要 小 。 例 如 ,原核 生物 , 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 的 RNase P- RNA 长 
375nt, 大 肠 杆 菌 的 长 377nt, 枯草 杆菌 的 长 约 400nt; 而 真 核 生物 ,酵母 RNase P- RNA 长 230nt, 哺 乳 
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动物 的 可 能 更 短 。 
根据 对 原核 生物 RNase P- RNA 结构 与 功能 的 研究 ,成功 地 构建 了 一 个 比 天 然 分 子 (345 ~ 
` 417nt) 小 的 具 催 化 tRNA 5' 成 熟 功 能 的 Ribozyme (263nt) 。 


6.2.3 自体 催化 剪 切 型 


自我 剪 切 与 自我 剪接 不 同 , 后 者 包含 剪 切 与 连接 两 个 步 又。1984 年 美国 Apirion 研究 组 报道 ， 
—FH T, WERK RNA 前 体 在 没有 别 的 酶 参与 下 能 进行 自我 剪 切 , 加 入 非 离 子 型 去 垢 剂 可 促进 反应 
进行 ,将 21Snt 的 转录 产物 剪 切 成 139nt 的 成 熟 RNA 和 另 一 76nt 的 片段 。 已 知 能 进行 自我 剪 切 的 
RNA 分 子 有 丁 型 肝炎 病毒 (HDV)JRNA、 链 孢 霉 线粒体 RNA、 乌 梨 日 斑 病 类 病毒 (ASBV)RNA、 烟 草 环 
Diya ze (STRSV)RNA 3. Al 6-5 列 出 几 种 自我 剪 切 的 RNA 结构 ,其 中 箭头 指出 处 为 自我 剪 切 部 
位 。 


锤 头 结构 
Bis? 
N N % 
*C UG 
U rts exe 
N FL —§& 
Ste me: NNNNN” rate 
\ NNN,  _GNNNNN, ee DT 
Gina? 


IIT HTT 


PABA A VS RNA 结构 


AUCCU UUA GAU reg U 
4 Uuc CCU GGCCGGCA = 
Uy AAG GGG -~yCGGCCG U 
GU Cc, Cc 
G GC Gc 
oo”) UU LA UA 
CG AU CG 
UA AU GC 发 夹 结构 
Ge: U C 
sa. 2S SN a 沁 AUA AC NGUC 3° 
pitas ate cc GUGGU UU CUGGUNNNN NNNNNN 
CG “CAC CA AG GACCANNNN  NNNNNN 
C G G MAP Sa AAGA 5’ 
NG 
UA HDV RNA 结构 
C Cc C 


图 6-5 几 种 能 进行 自我 剪 切 的 RNA 结构 

6.2.3.1 类 病毒 的 自我 剪 切 
类 病毒 是 目前 已 知 的 最 小 植物 致 病源 。 它 由 环 状 小 分 子 RNA( 约 220 ~ 400nt) 组 成 ,由 于 基因 
组 甚 小 ,一 般 认 为 不 编码 任何 蛋白 质 ,它们 的 复制 完全 依赖 于 宿主 。 研 究 证 明 类 病毒 的 复制 是 通过 
RNA 到 RNA 的 途径 ,其 复制 模式 是 一 个 滚 环 状 模式 , 环 状 类 病毒 进入 宿主 细胞 后 ,首先 由 正 链 类 病 
毒 为 模板 转录 出 多 个 单位 长 链 锁 体 的 负 链 复制 中 间 物 ,这 个 负 链 中 间 物 有 两 种 可 能 的 命运 :一 是 负 
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链 中 间 物 先 被 剪 切 成 单位 长 并 连接 成 环 状 负 链 分 子 ,然后 以 环 状 的 负 链 为 模板 转录 出 多 个 单位 长 
的 正 链 复制 中 间 物 ,后 者 再 经 过 剪 切 和 环 化 成 为 具 感 染 性 的 类 病毒 分 子 ;二 是 多 个 单位 长 的 负 链 复 
制 中 间 物 不 经 剪 切 直接 作为 正 链 复制 中 间 物 的 转录 模板 。 

6.2.3.2 锤 头 二 级 结构 模型 

澳大利亚 Adelaide 大 学 的 Symons 实验 室 对 许多 类 病毒 、 拟 病毒 .卫星 RNA 的 自我 剪 切 方式 进 
行 了 多 年 的 研究 。 他 们 于 1986 年 提出 锤 头 状 二 级 结构 模型 来 解释 RNA 的 自我 剪 切 机 制 。 锤 头 结 
构 由 两 部 分 组 成 ,一 个 是 催化 部 分 , 另 一 个 为 底 物 部 分 。 根 据 两 者 在 锤 头 结构 中 的 相对 位 置 ,可 以 
把 各 种 天 然 和 人 工 合成 的 锤 头 结构 归纳 为 四 种 类 型 。 最 初 提出 的 锤 头 结构 中 ,有 13 个 核 苷 酸 是 保 
守 的 。1989 年 Koizumi 等 进一步 证 明 ,只 要 保证 锤 头 结构 中 11 个 核 苷 酸 的 保守 序列 不 变 , 剪 切 反 应 
即 可 发 生 。 


6.3 核 酶 的 应 用 前 景 


核 酶 是 近 几 年 来 继 反 义 RNA 后 发 现 的 又 一 个 抑制 基因 表达 的 有 力 工 具 , 具 有 很 大 的 潜在 应 用 
价值 。 目 前 主要 有 以 下 几 个 方面 的 应 用 前 景 。 


6.3.1 作为 RNA RAHA 


核 酶 的 切割 反应 具有 特异 性 , 它 可 以 识别 底 物 RNA 的 特定 序列 并 在 专 一 位 点 上 进行 切割 ,其 
特异 性 接近 DNA 限制 性 内 切 酶 ,高 于 RNase。 因 此 ,可 利用 核 酶 的 这 种 特性 发 展 一 套 序列 特异 的 
RNA 内 切 酶 ,应 用 于 RNA 分 子 生 物 学 的 研究 。 


6.3.2 作为 抗 病因 子 


分 子 生物 学 家 已 开始 根据 不 同 生物 来 源 的 靶 RNA 序列 (只 要 含有 GUX, 这 里 X 可 以 是 G\U、A 
中 的 任 一 个 ) 作 为 底 物 设计 不 同 的 Ribozyme, 人 工 合成 它们 的 序列 ,利用 基因 工程 技术 进行 克隆 ,或 
用 作 目 的 基因 转 代 到 植物 动物 和 微生物 中 使 其 在 体内 表达 ,有 效 地 抑制 相应 靶 RNA, 从 而 达到 抗 
病毒 病 和 基因 治疗 的 目的 。 

Haseloff 和 Gerlach 等 人 首次 于 1988 年 针对 CATmRNA 为 靶 分 子 ,设计 了 三 个 不 同 的 锤 头 型 核 
酶 分 子 ,体外 实验 证 明 能 高 效 地 阻 断 CAT 基因 的 表达 。 据 此 他 们 又 提出 了 通用 设计 原则 ,这 为 利 
用 核 酶 技术 阻 断 靶 基因 表达 打下 了 坚实 的 理论 基础 。 随 后 分 子 生物 学 家 根据 不 同 生 物 的 来 源 的 训 
RNA 序列 ,只 要 含有 NUX(N= A.U.C.G,X=A.U.C) 作 底 物 就 可 以 设计 不 同 的 锤 头 型 核 酶 ,人 工 合 
成 全 序列 ( 约 30 ~ 50bp) ,利用 基因 工程 技术 进行 克隆 ,或 用 作 目 的 基因 转化 到 植物 动物 和 微生物 
中 使 其 在 体内 表达 ,有 效 地 抑制 相应 靶 RNA 分 子 , 达 到 抗 病毒 和 基因 治疗 的 目的 。 

Sarver 于 1990 年 以 人 免疫 缺陷 病毒 (HIV- 1) 的 gag RNA 为 靶 分 子 设计 了 定点 切割 的 特异 性 核 
酶 。 在 无 细胞 系统 中 发 现 转录 的 核 酶 能 有 效 而 精确 地 切割 HIV RNA, 随 后 将 该 核 酶 基因 构建 在 3- 
为 人 肌 动 蛋白 启动 子 和 3 "为 SV40PolyA 的 哺乳 动物 表达 载体 中 ,导入 Hela CD, 细胞 中 , 当 用 HIV 病 
毒 进 行 浸染 时 ,转化 的 Hela CD, 细胞 表现 出 抗 HIV - 1 浸染 的 能 力 , PCR 法 证 明 该 核 酶 切割 gag 
RNA 的 切 点 正确 ,经 过 9 个 月 的 观察 ,未 发 现 有 细胞 毒性 。Sarver 等 的 实验 结果 为 艾滋 病 的 治疗 提 
供 了 新 途径 。 另 外 , 抗 肝炎 病毒 的 核 酶 和 一 些 特异 切割 癌 基 因 的 核 酶 也 正 用 于 肝炎 、 肿 瘤 和 器 官 移 
植 后 排斥 反应 等 疾病 的 治疗 。 


6.3.3 生命 起 源 的 探索 


多 少年 来 人 们 一 直 在 争论 ,自然界 中 先 有 核酸 还 是 先 有 和 蛋白质? 因此 ,发现 与 确认 RNA 具有 
酶 活性 对 于 人 们 关切 的 生物 进化 生命 起 源 等 的 研究 有 着 重要 启示 ;并 且 打 开 了 一 个 新 的 研究 领 
域 。 


a 
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综 上 所 述 核 酶 的 发 现 ,为 用 其 他 方法 无 法 解决 的 问题 如 艾滋 病 的 治疗 提供 了 一 个 途径 ,此 后 的 
许多 研究 者 都 从 这 一 途径 得 到 了 新 的 进展 ,这 也 为 今后 的 研究 开创 了 一 个 方向 ;又 由 于 核 酶 分 子 很 
小 ,易于 人 工 合成 ,操作 方便 ,使 得 核 酶 应 用 前 景 很 广 。 另 外 随 着 对 酶 在 细胞 内 作用 机 理 的 深入 研 
究 还 可 进一步 了 解 核 酶 在 细胞 内 如 何 运输 降解、 结合 及 寿命 维持 等 有 关 情 况 ,这 都 为 更 好 地 利用 
核 酶 提供 了 理论 依据 。 
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在 Ribozyme 发 现 五 年 后 ,1986 年 ,美国 《Science》 周 刊 同时 发 表 了 两 篇 来 自由 Lemer 和 Schultz 分 
别 领 导 的 两 个 研究 组 有 关 如 何 发 现 具 有 酶 催化 性 质 的 抗体 研究 报告 。 他 们 用 Abzyme 来 命名 新 发 
现 的 具有 酶 催化 活性 的 抗体 ,中 文 译 名 为 抗体 酶 。Abzyme 的 本 质 为 免疫 球 蛋 白 (Ig) ,但 是 在 易 变 区 
被 赋予 了 酶 的 属性 ,所 以 又 被 称 为 催化 抗体 (Catalytic antibody)。 抗 体 是 目前 已 知 的 最 大 多 样 性 体 
系 , 原 始 大 家 族 有 1x 10 结合 部 位 , 体 细 胞 变异 还 可 以 增加 1x 10 ' 的 结合 部 位 。 抗 体 有 极 高 的 亲 
和 力 , 解 离 常数 在 10” ~ 10“mol/L, 这 与 酶 相似 ,但 无 催化 活力 。 酶 的 催化 在 于 能 结合 底 物 产生 过 
渡 态 ,降低 能 障 。 人 们 设想 以 过 渡 态 类 似 物 作为 半 抗 原 ,诱导 与 其 互补 构象 的 抗体 ,使 其 具有 催化 
活性 ,这 种 构思 是 成 功 的 ,近年 来 在 哺乳 动物 的 免疫 系统 中 已 制备 了 50 多 种 催化 抗体 。 抗 体 酶 的 
应 用 前 景 十 分 诱 人 ,在 理论 上 它 不 仅 是 研究 酶 作用 机 理 的 有 力 手段 ,同时 也 为 过 渡 态 理论 提供 依 
据 。 


7.1 酶 作用 的 过 渡 态 及 过 渡 态 类 似 物 


Pauling 认为 , 酶 通过 某 种 方式 与 高 能 、 短 寿命 的 过 渡 态 结合 而 起 催化 作用 。 在 这 个 处 于 反应 
底 物 和 产物 之 间 的 过 渡 态 构 型 中 , 某 些 键 在 形成 , 另 一 些 键 在 断裂 。1969 年 ,Jencks 进一步 发 展 了 
Pauling 的 理论 ,他 认为 ,在 结构 和 电荷 排列 两 方面 , 酶 分 子 与 它 催 化 反应 的 过 渡 态 呈 互 补 , 即 酶 分 
子 充 当 化 学 反应 的 模板 ,使 底 物 分 子 转变 成 新 的 构 型 一 一 过 渡 态 。 随 着 反应 的 进行 ,能 量 平 衡 转 向 
有 利于 能 量 较 低 的 产物 分 子 一 边 。 而 过 渡 态 不 会 回 到 底 物 分 子 。 到 达 过 渡 态 的 过 程 实际 是 反应 的 
困难 阶段 。 

Pauling 在 提出 酶 催化 的 过 渡 态 结构 理论 的 同时 ,就 已 指出 酶 和 抗体 的 根本 不 同 在 于 前 者 选择 
性 地 结合 一 个 化 学 反应 的 过 渡 态 ,而 抗体 则 是 结合 一 个 基态 分 子 。Jencks 预言 ,如果 抗体 能 够 结合 
过 渡 态 的 话 ,理论 上 它们 就 能 获得 催化 性 质 。 由 于 ES* (过 渡 态 中 间 物 ) 的 半衰期 很 短 , 约 在 10 
~10… 秒 的 范围 内 ,实践 中 很 难 将 过 渡 态 俘获 ,因此 ,目前 的 做 法 是 寻找 过 渡 态 类 似 物 ,能够 模拟 
一 个 酶 催化 反应 过 渡 态 的 结构 的 稳定 物质 被 称 为 过 渡 态 类 似 物 。 它 能 与 相应 的 酶 紧密 结合 而 成 为 
该 酶 的 竞争 性 抑制 剂 。 现 在 已 有 数 十 种 酶 发 现 了 过 渡 态 类 似 物 ,例如 腺 苷 酸 激酶 的 过 渡 态 类 似 物 
为 Ap.A, 醛 缩 酶 的 过 渡 态 类 似 物 为 磷酸 乙醇 酸 等 。 它 们 与 酶 的 结合 比 底 物 还 要 牢固 3 ~ 5 个 数量 
级 ,这 说 明 它 们 在 结构 上 比 底 物 更 接近 在 反应 过 程 中 生成 的 过 渡 态 中 间 物 。 


7.2 抗体 酶 的 催化 反应 


迄今 为 止 ,获得 的 抗体 酶 已 能 成 功 地 催化 六 种 类 型 的 酶 促 反 应 和 几 十 种 类 型 的 化 学 反应 。 这 
些 抗体 酶 的 催化 专 一 性 相当 于 或 超过 一 般 酶 的 反应 专 一 性 ,催化 速度 有 的 也 可 以 达到 酶 的 催化 水 
平 ,但 总 的 来 说 ,由 于 抗体 与 底 物 结合 后 缺乏 结构 的 动态 变化 ,阻碍 了 产物 的 释放 。 所 以 ,目前 抗体 
酶 的 催化 效率 还 普遍 低 于 天 然 酶 。 下 面 简单 介绍 一 些 抗体 酶 催化 的 反应 。 
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7.2.1 酰基 转移 反应 


生物 体内 蛋白 质 合 成 是 一 个 复杂 过 程 。 氢 基 酸 在 挫 人 肽 链 之 前 必须 进行 活化 以 获得 额外 能 
量 ,这 活化 过 程 即 酰基 转移 反应 (Acyltransferation ) , 又 称 氨 酰 基 化 反应 (Amiinoacylation )。1986 年 ， 
Tramonatano 等 研制 成 功 首 例 酰 基 转 移 抗体 酶 。 目 前 ,该 抗体 酶 的 研制 已 接近 实用 阶段 。Jacolson 等 
设计 了 一 个 中 性 磷酸 二 酯 作为 反应 过 渡 态 的 稳定 类 似 物 ,得 到 的 单 克隆 抗体 可 以 催化 带 丙 氨 栈 的 
胸腺 喀 啶 的 氨 酰 化 反应 ,反应 速度 为 5.4x 10° (mol/L) .min-: , 比 无 催化 反应 的 速度 提高 了 108 倍 ， 
见 图 7- 1。 
TRARY 底 物 产物 


图 7-1 ABER 


(7.2.2 BHR 


claisen 重 排 是 有 机 化 合 物 异 构 化 的 一 种 重要 形式 ,生物 体 由 一 些 化 合 物 在 光照 下 会 发 生 Clais- 
en 重 排 。Hilver 等 选用 的 是 一 个 有 椅 式 构象 的 氧 氮 杂 双 环 化 合 物 来 模拟 由 分 枝 酸 生成 预 葵 酸 这 样 
一 个 Claisen 重 排 反 应 的 过 渡 态 结构 , 见 图 7- 2。 实验 获得 成 功 ,反应 速度 加 快 了 10 ~ 10° 倍 。 这 
是 首次 用 抗体 酶 催化 了 C— C 键 的 生成 。 


HR ”过 渡 态 类 似 物 底 物 产物 
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7-2 Claisen 重 排 反 应 
7.2.3 和 氧化 还 原 反 应 


氧 还 反应 在 生物 体内 十 分 广泛 ,主要 是 呼吸 链 的 一 系列 反应 。Shokat 制 得 了 对 氧化 态 K。 = 
8mmol/ 工 ,对 还 原 态 K,, = 300nmol/L 的 抗体 ,使 标准 电位 变 为 - 340mv。 由 于 黄 素 还 原 态 的 还 原 范 围 扩 
大 ,使 一 些 原来 无 法 按 其 还 原 的 物质 (标准 还 原 电 位 差 大 于 无 抗体 酶 催化 的 黄 素 标准 还 原 电 位 差 ) 得 
以 还 原 。 这 意味 着 抗体 酶 可 以 使 热力 学 上 原来 无 法 进行 的 氧 还 反应 得 以 进行 ,如 图 7- 3 所 示 。 
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图 7-3 氧化 -还 原 反 应 (Redox) 
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7.2.4 人 金属 鳌 合 反应 


金属 歼 合 反应 对 于 辅酶 、 辅 因子 和 酶 的 结合 来 说 意义 重大 。Schultz PG 等 用 G - 甲 基 中 啉 诱导 
产生 的 抗体 可 催化 平面 状 中 呆 的 金属 歼 合 反应 , 见 图 7- 4。 这 抗体 不 仅 可 催化 cu” , Zn?* FE Bk 
AYES EAT HEAL CO ,Mn AAD SORRY ,该 抗体 酶 对 其 中 某 些 金属 中 啉 具有 很 高 的 
亲和力 。 意 味 着 可 研制 抗体 -血红 素 复 合 物 为 催化 剂 催化 氧 还 反应 ,电子 传递 反应 , 见 图 7- 4。 
过 渡 态 类 似 物 I | 
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图 7-4 人 金属 整合 反应 


产物 


7.2.5 磷酸 酯 水 解 反 应 


磷酸 二 酯 键 是 自然 界 最 稳定 的 键 之 一 ,因此 , 它 的 水 解 对 抗体 酶 来 说 是 个 挑战 。Janda 等 利用 
稳定 的 五 配 位 氧 代 钵 络 合 物 A 模拟 RNA 水 解 时 形成 的 环形 氧 代 正 腾 中 间 物 ,产生 了 一 种 单 搞 
G12, 可 以 催化 水 解 磷 二 酯 , 见 图 7- $S。 催 化 速度 常数 (K。) = 1.53 x 10s |, KR BRM(K,) = 
240umol/L. | 
过 渡 态 类 似 物 
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7.2.6 磺 酸 酯 闭环 反应 


189 


Lemer 等 人 用 胀 基 离子 化 合 物 作 半 抗 原 , 产 生 的 抗体 酶 (17G8) 可 催化 了 B 转 化 为 C 和 D 混合 物 ， 


见 图 7-6。 


过 渡 态 类 似 物 ( 半 抗 原 ) 底 物 B 


图 7-6 磺 酸 酯 闭环 反应 


7.2.7 光 诱 导 反 应 


产物 


光 诱 导 反 应 包括 光 聚 合 反 应 和 光 有 裂解 反应 ,这 两 类 反应 在 植物 体内 尤为 重要 , 见 图 7-7。 图 7 


-7A 为 光 聚 合 反应 ,图 7-7B 为 光 裂 解 反应 。 
A 光 聚 合 反应 (二 聚 作 用 )(Photo - induced dimerization) 


过 渡 态 类 似 物 


底 物 


B 光 有 裂解 反应 (Photo - induced cleavage) 
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图 7-7- 光 诱 导 反 应 
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7.3 抗体 酶 的 制备 方法 

制备 抗体 酶 的 方法 很 多 ,如 拷贝 法 .引入 法 诱导 法 、 化 学 修饰 法 和 基因 工程 法 等 ,这 里 重点 介 
绍 前 三 种 。 

7.3.1 拷贝 法 


拷贝 法 操作 步骤 比较 简单 , 见 图 7- 8。 先 用 已 知 酶 作为 抗原 免疫 动物 ,获得 了 抗 酶 的 抗体 ,再 
将 这 种 抗体 免疫 动物 进行 单 克隆 化 即 获得 了 单 克隆 的 抗 抗体 ,将 后 者 进行 筛选 ,应 获得 具有 原 酶 活 


性 的 抗体 (抗体 酶 ) 。 
OK tk 芭 


第 一 次 免疫 第 二 次 免疫 抗体 酶 


图 7-8 拷贝 法 示意 图 


拷贝 法 的 优点 是 对 于 某 些 来 源 紧 张 的 酶 来 说 可 以 用 生产 单 克 隆 抗体 的 方法 来 大 量 生 产 AR 
之 处 是 这 类 抗体 酶 需要 筛选 获得 ,具有 一 定 的 盲目 性 。 


7.3.2 .引入 法 


借助 于 基因 工程 和 蛋白 质 工程 方法 将 催化 基因 引入 到 已 有 底 物 结合 能 力 的 抗体 的 抗原 结合 位 
点 上 。 具 体 的 方法 可 以 采用 考 核 苷 酸 定点 诱 变 技术 将 特定 的 氨基 酸 残 基 引 入 抗原 结合 部 位 ,使 其 
获得 催化 功能 。 也 可 以 采用 选择 性 化 学 修饰 的 方法 将 人 工 合成 的 或 天 然 存 在 的 催化 基因 引入 到 抗 
原 结合 部 位 。 如 果 引 入 的 催化 基因 与 底 物 结合 部 位 取向 正确 、 空 间 排 布 恰到好处 , 则 就 会 产生 高 活 
性 的 抗体 酶 。 引 入 催化 基因 的 方法 有 :(1) 利用 部 位 选择 性 试剂 ,用 类 似 亲 和 标记 的 方法 定向 地 将 
催化 基因 引入 抗体 ;(2) 用 DNA 重组 技术 和 whet Ls ae 
蛋白 质 工程 技术 改变 抗体 的 亲 和 性 和 专 一 ”人 @ NeCNBH or 。 亲 和 层 析 G 
性 ,引入 酸 、 碱 催化 基 团 或 亲 核 体 。 使 用 这 类 ‘a0 8 jaar ea" 
方法 的 关键 在 于 要 事先 对 抗体 的 结构 有 所 了 be 


解 ,确定 工程 化 抗体 的 目标 部 位 。 全 - 
Schultz PG 等 人 使 用 可 裂解 亲 和 标 记 物 My) SST 了 有 Oy 
N 


(cleavable affinity label) 4+ & St WY) TARA 
基 团 引入 到 抗 2,4 -二 硝 基 苯酚 (DNP) 的 单 
抗 MOPC 315 的 抗原 结合 位 点 。 得 到 的 抗体 
酶 对 含有 DNP 与 香 豆 素 的 羧 酸 酯 的 水 解 反应 的 催化 效率 比 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 高 6x 10° 倍 , 见 图 7- 
9。 


图 7-9 Schultz 小 组 用 引入 法 制备 抗体 酶 示意 图 


7.3.3 诱导 法 


即 用 设计 好 的 半 抗 原 , 通 过 间隔 链 (space) 与 载体 蛋白 (如 牛 血清 白 和 蛋白 等 ) 偶 联 制 成 抗原 , 然 
后 采用 标准 的 单 克 隆 技术 制备 分离、 筛选 抗体 酶 。 实 际 上 ,利用 过 渡 态 类 似 物 制备 抗体 酶 (图 7- 
10) ,其 过 渡 态 是 很 不 稳定 的 。 一 般 反 应 的 过 渡 态 还 只 是 一 种 理论 推测 ,并 未 在 结构 上 子 以 前 明 。 
因此 ,实际 上 采用 的 过 渡 态 类 似 物 ( 半 抗 原 ) 也 只 能 是 根据 推测 而 设计 的 。 
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过 渡 态 类 似 物 
图 7- 10 利用 过 渡 态 类 似 物 制备 抗体 酶 示意 图 
Hilvert D 等 人 选用 一 个 椅 式 构象 的 氧 条 双环 化 合 物 作 为 由 分 枝 酸 (chorismic acid) 生 成 预 葵 酸 
(prephenic acid) 的 过 渡 态 类 似 物 ,诱导 的 抗体 酶 比 原 反应 速度 加 快 10 ~ 10 倍 。 而 且 还 观察 到 新 
抗体 酶 表现 出 高 度 的 立体 异 构 专 一 性 , 它 只 催化 ( - )- 分 枝 酸 为 底 物 的 反应 ,对 ( +) 分 枝 酸 无 作 


用 , 见 图 7- 11。 


图 7-11 由 分 枝 酸 生成 预 葵 酸 的 反应 机 理 


前 已 提 及 ,诱导 法 的 关键 在 于 过 渡 态 类 似 物 的 正确 设计 。 一 般 认 为 酯 水 解 反应 的 过 渡 态 是 带 
电 的 四 面体 结构 ,因而 可 选用 具有 四 面体 结构 的 带电 磷酸 酯 作为 过 渡 态 类 似 物 。 图 7- 12 给 出 了 


他 们 使 用 过 渡 态 类 似 物 与 过 渡 态 间 的 关系 。 


pee, + 
3 O sO-R 
C 
H H 7 HO 一 了 
< sO 
9 O-R 过 渡 态 Pugh 
Ri O=C. 
=C 
9 Nr Oo .O-R NR 
cs 
ih NR 
O 
过 渡 态 类 似 物 


图 7- 12 羧 酸 酯 水 解 反 应 机 理 
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7.4 发 展 前 景 


抗体 酶 的 实践 已 清楚 表明 , 它 是 研究 酶 作用 机 理 的 有 力 工 具 。 在 抗体 酶 获得 成 功 过 前 ,支持 
Pauling 的 过 渡 理 论 的 证 据 主要 来 自 酶 抑制 剂 的 研究 。 抑 制剂 只 能 提供 作用 过 程 中 结合 专 一 性 的 
信息 ,不 能 给 出 结合 后 发 生 催化 反应 以 及 结合 与 催化 之 间 的 关系 。 在 抗体 酶 的 研究 过 程 中 ,可 以 直 
接 观 察 到 过 渡 态 理论 设计 抗体 酶 起 到 的 作用 ,这 也 就 为 酶 的 过 渡 态 理论 的 正确 性 提供 了 一 个 有 力 
的 实验 证 据 。 

除了 基础 理论 研究 的 价值 外 ,抗体 酶 的 应 用 前 景 也 令 人 鼓舞 。Lemer 指出 ,如 将 催化 水 解 反应 
的 抗体 酶 研究 深入 下 去 , 极 有 可 能 得 到 一 种 新 型 的 蛋白 酶 。 这 种 新 酶 就 能 按照 人 们 的 意愿 对 特定 
的 肽 键 进行 水 解 。 在 医学 上 可 利用 抗体 酶 专 一 破坏 病毒 蛋白 质 及 专 一 地 清除 体内 “垃圾 ”。Iemer 
还 提 到 将 具有 立体 专 一 性 的 抗体 酶 应 用 于 制药 工业 是 很 有 前 途 的 , 它 有 助 于 避免 化 学 合成 中 遇 到 
的 令 人 头痛 的 对 映 体 拆 分 的 难题 。 

随 着 制备 抗体 酶 新 方法 的 不 断 发 展 ,将 进一步 拓宽 其 催化 反应 范围 。 特 别 是 对 那些 天 然 酶 不 
能 催化 的 反应 , 则 可 研制 抗体 酶 来 进行 催化 。 这 些 抗体 酶 在 医学 上 可 用 于 诊断 和 治疗 ,如 利用 抗体 
酶 基因 来 治疗 遗传 性 疾病 。 在 有 机 合成 中 ,可 用 抗体 酶 解决 外 消 旋 混 合 物 的 对 映 体 拆 分 等 难题 ,这 
在 药物 精细 化 工 产品 等 生产 中 将 发 挥 重 要 作用 。 抗 体 酶 的 固定 化 已 取得 初步 成 功 , 具 有 酯 解 活力 
的 抗体 酶 已 用 于 生物 传感器 的 制造 上 。 我 们 还 可 以 设计 专 一 性 很 强 的 多 肽 水 解 酶 去 破坏 病毒 蛋白 
或 清除 血管 凝血 块 。 抗 体 酶 亦 可 用 于 可 卡 因 吸 毒 患 者 的 治疗 ,癌症 药物 的 治疗 以 减少 化 疗 的 副 作 
用 。 立 体 专 一 性 的 抗体 酶 用 于 制药 工业 的 对 映 体 拆 分 ,改进 合成 步骤 ,抗体 酶 催化 已 从 酰基 转移 反 
应 ,协同 反应 发 展 到 光化学 反应 ,氧化 还 原 反应 及 交换 合成 反应 。 

尽管 抗体 酶 研究 取得 很 大 进展 ,但 离开 实际 应 用 还 有 二 定 的 距离 ,目前 以 下 几 个 问题 或 待 解 
决 。 

(1) 催化 效率 。 抗体 酶 是 不 对 称 合成 的 理想 催化 齐 ， 其 催化 反应 的 范围 十 分 广泛 ,而 且 还 在 不 
断 扩 大 ,然而 ,催化 抗体 现在 还 未 达到 实用 阶段 。 对 实用 来 说 ,来 源 , 费 用 和 可 靠 性 都 是 要 考虑 的 因 
素 ,但 能 否 实用 的 关键 因素 是 催化 效率 ;反应 的 时 间 是 否 合理 ,反应 的 收 率 是 否 可 以 接受 。 与 酶 的 
催化 速度 相 比 , 目 前 所 得 到 的 大 部 分 催化 抗体 的 反应 速度 加 强 只 能 是 中 等 水 平 的 ,其 K。/ 玉 为 
10°~* ,个 别 可 达到 105-7 , 比 酶 催化 低 2 一 3 个 数量 级 。 因 此 ,如 何 提高 抗体 酶 的 催化 效率 ,抗体 酶 将 
来 能 否 与 酶 竞争 是 个 公开 挑战 。 

(2) 抗体 酶 筛选 。 虽 然 用 PCR 和 鸣 菌 体 技术 构建 的 庞大 的 Fab 蛋白 组 合 库 ,可 绕 过 动物 免疫 ， 
直接 从 库 中 筛选 有 用 抗体 ,从 而 大 大 促进 抗体 酶 生产 ,但 面 对 巨 大 的 免疫 系统 资源 ,目前 的 筛选 方 
法 只 能 筛选 其 中 的 一 小 部 分 抗体 。 一 般 是 通过 对 半 抗 原 结 合力 的 大 小 来 筛选 的 ,而 不 是 通过 催化 
活性 来 筛选 。 问 题 是 对 半 抗 原 的 亲和力 最 大 ,不 一 定 是 最 好 的 催化 抗体 。 有 人 在 制备 含 硒 抗体 酶 
时 就 遇 到 这 个 问题 。 如 筛选 半 抗 原 亲 和 力 小 的 抗体 ,其 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 活力 反而 高 很 多 。 因 
此 ,这 是 对 开发 通过 催化 活性 直接 筛选 抗体 酶 的 又 一 个 挑战 ,但 可 以 满怀 信心 地 说 ,这 个 问题 是 能 
够 解决 的 ,正在 开发 的 catELISA 法 就 强调 了 这 个 问题 。 

(3) 抗体 酶 专 一 性 。 从 经 济 观点 出 发 ,和 酶 催化 一 样 ,抗体 酶 的 高 度 专 一 性 是 个 缺点 ,因为 对 
每 一 个 底 物 和 每 一 个 反应 都 需要 不 同 的 催化 剂 。 因 此 ,开发 能 催化 多 种 底 物 的 抗体 显然 是 应 用 研 
究 的 追求 目标 。 这 种 多 用 途 催化 抗体 已 出 现 。Lemer 小 组 原来 设计 的 水 解 四 氢 吡 喃 乙 缩 醛 的 抗体 
14D9, 后 来 发 现 还 能 催化 烯 醇 醚 水 解 , 环 氧化 物 的 形成 和 开 环 。 

(4) 底 物 抑制 。 与 过 渡 态 最 相近 的 两 个 稳定 的 结构 是 反应 物 和 产物 。 结 合 基态 过 紧 , 由 于 提 
高 了 反应 活化 能 而 使 催化 效率 降低 ,以 产物 结合 过 紧张 则 抑制 转化 数 。 后 一 问题 对 键 形 成 反应 特 
别 严重 :因为 两 个 强 束缚 结构 间 键 的 形成 会 加 强 二 者 的 结合 ( 鳌 合 效应 )。 最 好 的 解决 办 法 是 建立 
的 半 抗 原 在 结构 上 要 与 产物 有 显著 差异 。 
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(5) 催化 基 团 的 最 适 装配 。 很 多 化 学 转化 需要 酸 、 碱 或 亲 核 基 团 参与 ,这 类 催化 残 基 对 需 能 反 
应 特别 重要 。 现 在 还 不 能 通过 免疫 精确 地 使 这 些 基 团 在 抗体 中 精确 定位 。Schultz 小 组 利用 抗体 和 
半 抗 原 间 的 电荷 互补 性 ,在 抗体 结合 部 位 上 诱导 出 一 个 具有 催化 活性 的 羧基 。 然 而 ,这 种 方法 是 否 
具有 普遍 性 ,通过 这 种 方法 能 否 把 2 ~ 3 个 这 类 基 团 引入 抗体 还 有 竺 证 实 ,因此 ,表征 对 更 有 意义 、 
更 困难 的 化 学 转化 具有 中 等 以 上 活力 的 抗体 是 严峻 挑战 。 

最 后 ,抗体 酶 是 抗体 与 酶 结合 的 产物 , 它 的 发 展 有 赖 于 抗体 与 酶 的 结构 的 深入 研究 ,特别 是 对 
酶 作用 机 制 的 深入 研究 。 而 目前 ,人 们 对 抗体 ,尤其 对 酶 的 认识 还 很 肤浅 ,因此 必要 的 基础 理论 研 
究 还 须 跟 上 。 
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8 eile 


模拟 酶 (enzyme mimics) 又 称 人 工 合 成 酶 (synzymes) 是 一 类 利用 有 机 化 学 方法 合成 的 比 天 然 酶 
简单 的 非 蛋 白质 分 子 。 模 拟 酶 在 结构 上 必须 具有 两 个 特殊 部 位 , 即 一 个 是 底 物 结合 位 点 ,一 个 是 催 
化 位 点 。 业 已 发 现 , 构 成 底 物 结合 位 点 比较 容易 ,而 构建 催化 位 点 比较 困难 ,但 两 个 位 点 可 以 分 开 
设计 

在 模拟 酶 方面 ,固氮 酶 的 模拟 最 令 人 瞩目 。 人 们 从 天 然 固 所 酶 由 铁 蛋 白 和 铁 钼 蛋白 两 种 组 分 
得 到 启发 ,提出 了 多 种 固氮 酶 模型 ,如 过 渡 金 属 ( 铁 、 钴 、 镍 等 ) 的 氮 络 合 物 \. 过渡 金属 ( 钒 . 钛 等 ) 的 氮 
化 物 以 及 过 渡 金 属 的 氨基 酸 络 合 物 等 。 此 外 ,利用 铜 、 锌 、 铁 、 钼 等 金属 络 合 物 模 拟 过 氧化 氢 酶 和 超 
氧化 物 歧 化 酶 等 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 模拟 是 一 个 比较 成 功 的 例子 ,鉴于 该 酶 的 活性 中 心 有 羧 基 KM 
基 和 羟基 组 成 的 电荷 中 继 网 络 作为 催化 位 点 ,模拟 酶 用 8 - 环 糊 精 组 成 基本 骨架 ,用 以 “固定 ? 底 
物 ,并 在 环 糊 精 上 引入 邻 - 硫 代 咪 唑 代 茶 甲酸 的 侧 链 , 大 大 提高 了 催化 效率 。 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 
(GP.) 是 一 种 含 硒 的 金属 酶 ,国内 有 人 合成 了 谷 所 酰 y - 丝 氨 酰 -甘氨酸 三 肽 ,再 经 葵 甲 基 磺 酰 所 和 
硒 化 氨 ( 孙 Se) 相继 作用 ,制备 了 Glu - Seleys - Gly 三 肽 ,发 现 此 三 肽 有 CP, 的 活力 。 近 年 来 ,国际 上 
又 开发 出 一 种 分 子 压 印 (molecular imprinting) 技 术 或 生物 压 印 (bioimprinting) 技 术 。 该 技术 可 以 借助 
于 模板 在 高 分 子 物 质 上 形成 特异 的 识别 位 点 和 催化 位 点 ,其 原理 与 抗体 酶 的 制备 大 致 相同 ,只 是 用 
人 工 高 聚 物 代替 抗体 ,如 以 对 硝 基 酚 乙酸 酯 水 解 反 应 的 过 渡 态 类 似 物 对 硝 基 酚 甲 基 腾 酸 酯 为 模板 , 
可 以 获得 咪唑 基 的 聚合 物 ,催化 对 硝 基 酚 乙 酸 酯 的 水 解 反 应 。 分 子 压 印 技术 ,可 用 于 合成 稳定 性 好 
的 人 工 酶 ,也 可 用 于 手 性 药物 及 化 合 物 的 分 离 纯化 及 生物 分 子 的 识别 检测 ,并 可 作为 生物 传感器 检 
测 的 分 子 识 别 元 件 。 

酶 的 模拟 工作 可 分 为 三 个 层次 :一 是 合成 有 类 似 活 性 的 简单 络 合 物 ,这 类 模拟 酶 的 作用 机 理 与 
酶 不 完全 相同 , 且 在 反应 效率 和 专 性 性 方面 远 不 及 天 然 酶 ;二 是 酶 的 活性 中 心 模拟 ,这 是 人 工 合成 
具有 一 定 专 一 性 和 反应 效率 的 络 合 物 ; 三 是 酶 的 整体 模拟 ,这 是 高 级 模拟 ,包括 微 环 境 在 内 的 整个 
活性 部 位 的 化 学 模拟 。 下 面 以 环 糊 精 、 冠 醚 化 合 物 为 例 介 绍 几 种 酶 的 模拟 研究 。 


8.1 环 糊 精 模拟 酶 


环 糊 精 (Cyslodextrin，CD) 早 在 1891 年 就 发 现 ,但 长 期 来 由 于 化 学 反应 被 认为 仅 发 生 于 分 子 间 
的 碰撞 而 没有 引起 人 们 的 重视 。 近 年 来 , 随 着 对 环 糊 精 性 质 研究 的 深入 ,发 现 其 有 独特 的 包 络 作用 
即 包 络 多 种 有 机 和 无 机 分 子 , 故 环 糊 精 可 作为 酶 的 模型 ,模拟 多 种 天 然 酶 。 目 前 已 模拟 的 有 o - 胰 
凝 乳 和 蛋白酶、 核糖 核酸 酶 .转氨酶 及 氧化 还 原 酶 等 。 

环 糊 精 的 分 子 形状 如 轮胎 , 它 是 由 几 个 D( + ) 葡 萄 糖 残 基 , 通 过 uc - 1,4 糖苷 键 连 接 而 成 ,聚合 
度 分 别 为 6,7 或 8 个 葡萄 糖 ,依次 称 为 c -~、.8 -及 7y - 环 糊 精 。 每 个 葡萄 糖 残 基 均 处 于 无 扭 变 变 形 
的 椅 式 构象 ,如 图 8- 1 所 示 。 

三 种 环 状 糊 精 的 结构 相似 ,但 性 质 存 在 差别 ,其 水 溶解 度 ` 穴 洞 大 小 , 列 于 表 8- 1。 
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卫生 
全 yo ae 
= ° 
10) ° ee] 
0 2 hr k; 
Pa & 2 EA 
i} je 20H 
后 CHOHO 
a - 环 糊 精 B - 环 糊 精 Y - 环 糊 精 


图 8-1 环 糊 精 的 分 子 结构 


三 种 环 状 糊 精 均 为 白色 结晶 粉末 ,8 - 糊 精 的 水 浴 解 度 最 低 , 易 于 在 溶 中 液 结晶 ,提纯 。 水 溶解 
度 随 温度 上 升 而 增高 。 在 有 机 溶液 中 ,如 甲醇 乙醇 \ 丙 醇 `\ 乙 醚 等 环 状 糊 精 不 溶解 。 结 晶 无 一 定 熔 
点 ,加 热 到 约 200% 开 始 分 解 。 


表 8-1 环 状 糊 精 性 质 


葡萄 糖 单位 数 7 8 

分 子 量 972 1135 1297 
结晶 形状 (由 水 结晶 六 角 片 PAR dn 方 片 或 长 方 柱 
结晶 水 份 (多 ) 10.2 13.2~ 14.5 8.13 ~ 17.7 
HEE E (Ca lP 7k) + 150.5+0.5 + 162.0+0.5 + 177.4+0.5 
TK Y fH FE (¢/100ml ,25°C ) 14.5 1.85 2 

ei) 

内 径 (m) 5~6x10-1 7~8x10-1 9~10x10-" 
高 度 (m) 7.9+0.1x10-10 7.9+0.1x10-" 7.9+0.1x10-" 
体积 (大 致 mm ) 174 x 10-" 262 x 10-1 472 x 10>" 
体积 (ml/mol) 104 157 256 

体积 (mlyg) 0.1 0.14 0.20 

外 边 直径 (my) 14.6+0.4x10-10 15.4 土 0.4x 10-10 17.8+0.4x 10>" 


加 有 机 溶剂 能 助长 8 MOBI OKC Si ta HOR, tat 30 多 种 有 机 溶剂 ,其 中 二 甲苯 
的 效果 最 好 ,结晶 母液 中 剩余 糊 精 浓度 最 低 ,0.04mg/ml。 但 如 果 生 成 稳定 乳化 液 , 过 滤 困 难 。 甲 茶 
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的 效果 也 很 好 ,不 生成 乳化 液 , 工 业 生产 常用 甲 茉 为 络 合剂 ,从 发 酵 液 中 结晶 8 - 环 状 糊 精 。 

环 状 糊 精 没有 尾 端 基 ,化 学 和 酶 反应 性 质 与 开 链 糊 精 有 根本 性 的 差别 。 没 有 还 原 端 ,不 具 还 原 
性 质 。 也 没有 非 还 原 端 , 有 的 淀粉 酶 不 能 水 解 。 例 如 8 - 演 粉 酶 属于 外 酶 ,水 解 方式 是 由 开 链 糊 精 
分 子 非 还 原 端 开 始 ,但 却 不 能 水 解 环 状 糊 精 。w -淀粉 酶 的 各 种 醇 产 基 都 位 于 穴 洞 外 面 上 边缘 ,如 
图 8- 2 所 表示 ,所 以 外 边缘 具有 亲 水 性 或 极 性 。 洞 穴内 壁 为 氢 原 子 和 糖 武 键 氧 原 子 , 具 有 下 水 性 
或 非 极 性 。 


图 8-2 环 状 糊 精 分 子 穴 洞 


环 状 糊 精 穴 洞 外 边 具 有 亲 水 性 ,内 壁 具有 下 水 性 ,与 表面 活性 剂 性 质 相 似 , 对 于 水 和 油 类 物 有 
乳化 作用 ,实际 为 好 乳化 剂 ,应 用 于 食品 工业 是 稳定 性 高 的 乳化 物 。 

化 合 物 分 子 大 小 适当 ,能 被 环 状 糊 精 穴 洞 包 埋 在 内 ,得 络 合 物 。 较 大 分 子 不 能 被 全 部 包 埋 在 洞 
内 ,分 子 的 一 部 分 在 洞 内 ,其 余部 分 在 洞 外 。 这 种 反应 称 为 包 接 反 应 ,所 得 产物 称 为 包 接 络 合 物 ,这 
是 环 状 糊 精 的 最 重要 功能 。 水 溶液 中 结晶 出 来 的 环 状 糊 精 晶 体 ,其 穴 洞 并 不 是 空 的 ,而 是 被 水 分 子 
占据 着 。 但 因为 水 分 子 为 极 性 物 , 洞 内 壁 为 非 极 性 ,因此 极 性 和 非 极 性 物 之 间 有 一 定 的 排斥 作用 。 
水 分 子 在 穴 洞 的 占据 是 欠 稳 定 的 , 易 被 极 性 较 水 低 的 分 子 所 取代 。 


8.1.1 ao - 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 模拟 


Bender 等 人 合成 了 一 个 具有 w - 胰 凝 乳 蛋白 酶 所 有 特征 的 模拟 酶 , 见 图 8 - 3。 该 模型 利用 B - 
环 糊 精 作 为 酶 的 结合 部 位 ,而 连 在 其 侧 链 上 的 羧基 咪唑 基 及 环 糊 精 本 身 的 一 个 羟基 共同 构成 催化 
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中 心 (电荷 中 继 网 系 ) ,由 此 实现 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 全 模拟 。 模 拟 酶 与 天 然 酶 的 比较 见 表 8- 2. 


CO2 


NSH 


a 


图 8-3 o - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 模拟 物 


从 表 8-2 可 以 看 出 ,天然 与 模拟 的 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 催化 能 力 虽 相近 ,但 从 反应 速度 模拟 的 要 
比 天 然 的 快 。Bendel 等 人 后 来 又 合成 了 c Aly - 环 糊 精 为 结合 部 位 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 模拟 酶 ,这 三 
种 酶 具有 不 同 的 底 物 选择 性 。 


表 8-2 .天 然 和 模拟 胰 凝 乳 蛋白 酶 催化 酯 水 解 时 的 活性 比较 


Kou 
(x 107*s-!) 


K,, 
( x 107> mol/L) 


天 然 胰 凝 乳 蛋白 酶 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 模拟 酶 


8.1.2 核糖 核酸 酶 的 模拟 


核糖 核酸 酶 催化 RNA 中 磷酸 二 酯 键 的 水 解 断裂 。Breslow 等 人 设计 合成 了 两 种 修饰 环 糊 精 A 
和 了 B, 见 图 8-4。 用 它 催 化 环 状 磷酸 二 酯 的 水 解 。 


A =-—-N N 
a ae 
CH, 
人 | B R=—SCH;-N [N 
R R y, 


图 8-4 修饰 环 糊 精 


当 环 状 磷酸 二 酯 在 碱 性 条 件 下 水 解 时 ,同时 产生 两 种 产物 C 和 D ,而 在 A 的 催化 下 水 解 反应 只 
生成 C,B 催化 时 水 解 反 应 只 生成 D, 见 图 8-5。 
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B 
a “9 OPO; OH 
站 OH OPO; 
OH 
一 一 一 全 - r 
CH3 —C—CHs CH3 re CH3 c — C—CH;3 
CH; CH3 CH3 
A 或 B C D 
图 8-5 水 解 反 应 


8.1.3 转氨酶 的 模拟 


磷酸 吡 哆 醛 及 磷酸 吡 哆 胺 是 转氨酶 的 辅酶 。 其 中 最 重要 的 反应 是 酮 酸 与 氨基 酸 间 的 转换 , 转 
氨 反 应 的 机 理 见 图 8- 6。 


O 
| | 
二 RCHCOH 一 Man on H+ R,—C—CO0,H 
NH, NH, 
H 
r—¢-CooH 
9 cu CH wes 
HO na pea HO CH2OPO} yy 入 + R—CH—CO2H 
—CO2H + ; 
Hs 7 ~CHs ~ CH; 
a - 酮 酸 磷酸 吡 哆 胺 WRI Boye a -氨基 酸 


图 8-6 转 所 反应 机 理 


模拟 研究 表明 ,在 没有 酶 存在 的 情况 下 ,磷酸 吡 哆 醛 ( 胺 ) 亦 LO oN cu, 
能 实现 这 种 转 氮 作 用 ,但 反应 速度 极 慢 , 且 反 应 无 任何 选择 性 。 “ai [一 
原因 在 于 辅酶 本 身 无 结合 部 位 , 即 不 能 形成 酶 - 底 物 络 合 物 ,而 fey} 
后 者 往往 是 酶 反应 必 不 可 少 的 环节 。 第 一 个 模拟 转氨酶 模型 是 
1980 年 报道 的 ,磷酸 吡 哆 胺 连 在 8 - 环 糊 精 的 b-e 原 子 上 , 见 图 图 8-7 模拟 转氨酶 模型 
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8- 7。 在 此 模拟 酶 存在 的 情况 下 ,其 转 氨 反 应 比 磷 酸 吡 哆 胺 单独 存在 时 约 快 200 倍 。 

由 于 8 - 环 糊 精 本 身 具 有 手 征 性 ,可 以 预料 产物 氨基 酸 亦 应 该 具有 光学 活性 ,事实 上 产物 中 工 - 
和 D -氨基 酸 的 含量 确实 不 同 。 模 拟 酶 的 不 足 之 处 在 于 它 不 像 真正 的 转氨酶 那样 除了 辅酶 部 分 外 
还 具有 其 他 催化 基 团 , 见 图 8 - 8。 这 种 模型 化 合 物 的 最 大 优点 是 具有 良好 的 立体 选择 性 。 


NH。， 


HO Ss 
CH, ies 


8-8 环 糊 精 模拟 化 合 物 


8.2 eR ES A BED Be 


1967 4F CJ. Pederson 首次 合成 冠 醚 (二 葵 并 - 18 - 冠 - 6) ,并 报道 了 这 类 化 合 物 具 有 和 金属 离子 、 
铵 离子 及 有 机 伯 贸 离子 形成 稳定 的 络 合 物 的 独特 性 质 。 随 后 人 们 合成 了 各 种 各 样 具有 不 同 络 合 性 
AER PTS EAT” ,并 提出 “主客 体 络 合 物化 学 "的 新 概念 。 主 体 -客体 之 间 的 这 种 非 共 价 络 合作 
用 是 生物 过 程 中 酶 - 底 物 抗原 -抗体 激素 - 受 体 等 许多 手 性 识别 的 基础 ,因而 近年 来 这 一 领域 的 研 
究 愈 来 愈 引 起 化 学 家 们 的 兴趣 和 关注 。 若 通过 巧妙 的 设计 ,将 一 些 具有 催化 活性 的 基 团 连接 在 主 
体 分 子 上 ,就 能 很 好 地 模拟 酶 的 作用 。 研 究 还 表明 , 手 性 冠 醚 主体 分 子 在 络 合 氨基 酸 酯 时 ,对 客体 
分 子 的 对 映 体 具 有 很 高 的 选择 性 ,这 种 手 性 识别 为 模拟 酶 的 活性 部 位 提供 了 一 个 良好 的 基础 。 


8.2.1 水 解 酶 的 模拟 
Matsui 设计 合成 了 含 冠 醋 环 和 SH 基 的 主体 分 子 A,B,C, 分 子 中 的 冠 醚 环 为 结合 部 位 , 含 醚 侧 
臂 或 亚 甲 基 为 立体 识别 部 位 , 侧 臂 未 端 为 催化 部 位 , 见 图 8- 9。 


lie moons rea) 


O CH20CH2 CH2 SH 


ay CH2SH 二 人 了 
( O "~ CH2CH2CH2SH ~O 0” CHLOCH> CH> SH 


O 0” … CH2SH fe) 
Kuso enn Nou 
A B fe 
立体 识别 位 
oN 
O 


O._4X- SH 
a —}—- C, 

O …X-SH 
pow 

结合 位 
图 8-9 有 玩 醚 水 解 酶 模拟 物 
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表 8-3 和 氨基酸 对 - 硝 基 葵 酯 释放 对 - 硝 基 葵 酚 的 速率 常数 上 (10 一 秒 ” ) 


As sane + BuSH 


Br H; NCH,CO0,H,—NO, (2) 
NCH, COO HNO, : : ; ‘ 
CH; 


Br- Hs N(CH2 )s 一 COOCgH, — NO, (5) ite 


表 8-3 所 列 数据 表明 ,在 A,B,C 存在 时 ,各 种 所 基 酸 的 盐 与 冠 醚 环 结 合 , 使 在 一 SH 附近 底 物 
有 较 高 的 浓度 。c - 氢 基 酸 酯 盐 的 催化 速度 格外 高 ,由 于 底 物 分 子 中 的 痰 基 与 催化 基 一 SH 紧 靠 在 


-起 ,使 反应 加 速 。 侧 臂 长 的 C 比 了 的 催化 能 力 大 ,可 能 在 铵 盐 了 

阳离子 和 醚 氧 原子 间 附 加 的 极 - 偶 极 (pole-dipole) 作 用 和 和 氢 键 作 o3d 一 s 
用 ,使 侧 臂 被 固定 在 适宜 反应 的 构象 上 。 ok 让 证 到 
fi es 
8.2.2 肽 合成 酶 的 模拟 人 

OO 

生物 体内 , 肽 合成 第 一 步 由 氨基 酸 t- RNA 连接 酶 (或 称 氨 are & fre 

基 酸 活化 酶 ) 催 化 ,再 由 转 肽 酶 催化 肽 链 延 长 。Sasaki 等 合成 了 Hs > 


含 SH 基 团 冠 醚 化 合 物 D, 见 图 8 - 10。D 模拟 酶 催化 双 分 子 反 
应 ,由 非 共 价 络 合 物 ( 了 …Si ) 形 成 共 价 中 间 体 (了 一 S ) ,然后 与 
第 二 底 物 反应 ,得 到 产物 (S 一 多)。 反 应 过 程 可 用 下 式 表 示 : 


| ee Ss, -S 

Sasaki PAAR T RL AH E。 模 拟 酶 也 的 冠 醚 环 。 人。 
内 结合 进 质子 化 的 “ -氨基 酸 对 硝 基 茶 酯 分 子 , 形 成 非 共 价 ou 6k 
络 合 物 ,由 于 一 SH 基 的 进攻 ,催化 水 解释 放出 对 硝 基 酚 , 生 
成 双 硫 酯 。 此 时 可 以 假定 两 个 底 物 分 子 被 放 到 很 接近 的 位 4 ct-q_A_ 5H 
置 ,发 生 分 子 内 催化 反应 ,酰基 转移 形成 肽 键 , 再 生出 --SH SO 
基 , 重 复 以 上 反应 可 以 延长 肽 链 。 这 种 含有 一 个 结合 部 位 和 
两 个 反应 部 位 的 冠 醚 化 合 物 , 可 以 看 作 是 一 个 肽 合成 酶 模型 


8-10 肽 合成 酶 模拟 物 


8-11 肽 合成 酶 模拟 


(FA 8-11). 
Ae 
8.3 AEE ae (SOD) NBT, ， veg 
既然 SOD 活性 与 金属 离子 有 关 ， 配 位 化 学 家 主张 ,用 Jn © cLy aA t atu 


合成 方法 ,将 小 分 子 化 合 物 与 CP' ,Mo* 或 Fe 配 位 , 制 成 pay vac fa Dall e 
模拟 SOD。 采 用 模拟 SOD 可 以 研究 金属 离子 催化 OF 歧化 = PHE 
为 0, 45 H,0, 的 作用 机 理 , 并 有 可 能 作为 药物 应 用 于 临床 ， ak 

= me SER” se ey 
因此 近 20 年 来 对 模拟 SOD 进行 了 较 多 研究 ,其 中 尤其 是 
模拟 Cu, Zn - SOD 与 模拟 Mn - SOD. 图 8- 12 CuZn - SOD 活性 中 心 结构 
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X -射线 单 晶 结构 分 析 表 明 Cu,ZnSOD 的 活性 部 位 包含 一 个 咪唑 桥 联 的 Cu(I ) ,Zn(I) 结 构 ， 
Cu(I) 与 1 个 水 分 子 和 4 个 来 自 组 氨 酸 残 基 (His - 44,- 46,- 61, 和 - 118) 的 咪唑 氮 配 位 ,呈现 三 角 
双 锥 畸变 的 四 方 锥 构 型 ,其 中 一 个 咪唑 基 (His - 61) 的 氮 原 子 与 Zn(I) 桥 联 ,另外 两 个 咪唑 的 氮 原 
F (His - 69,- 78) 和 一 个 天 冬 氢 酸 残 基 的 羚 氧 (Asp - 81) 配 位 , 呈 畸 变 四 面体 构 型 (图 8 - 12)。Cu 
(I ) 是 氧化 还 原 的 活性 中 心 ,Zn(I) 只 起 着 稳定 蛋白 质 构象 的 作用 。 


8.3.1 CuZn- SOD 活性 中 心 的 模拟 


由 于 Cu( 开 ) ,Zn(I) 敲 子 的 动力 学 活性 和 与 咪唑 基 三 者 之 间 酸 碱 度 不 匹配 等 问题 ,在 合成 过 
程 中 , 必需 选择 适当 的 配 体 以 抑制 Cu TT) A Zn(I) 的 水 解 , 增 大 配 位 咪唑 质子 的 离 解 和 减少 Cu 
(I) 和 Zn(I) 的 动力 学 活性 , 故 合 成 咪唑 桥 联 的 Cu(I ),Zzn(I) 异 双核 配合 物 十 分 困难 ,直到 20 
世纪 90 年 代 才 获得 了 第 一 个 咪唑 桥 联 的 Cu( IT) ,Zn(I) 配 合 物 的 晶体 结构 , 即 [(ten)Cu(im)Zn 
(tren) ](C1O, );*CH;OH(tren: 三 (2 -所 乙 基 胺 ) ,im: 咪唑 基 ) , 见 图 8- 13。 这 为 CuZnSOD 活性 中 心 
结构 的 模拟 创造 了 条 件 。 
模拟 物 的 结构 特征 是 咪唑 桥 联 Cu( 1) Zn( 11) ,此 点 ‘Gif 
天 然 酶 活性 中 心 类 似 , 其 I )- Zn( 1 er wn 


环境 也 与 之 基本 相同 ,Cua(I eer Sea len 
Weser 等 指出 ,有 效 的 SOD 模拟 物 的 Cu( I) FDA 
构 型 应 该 是 略 有 畸变 的 平面 正方 形 。 模 拟 物 在 歧化 0 
的 过 程 中 Cu( 工 ) 的 构 型 发 生 可 逆 的 转变 ,生成 Ca( 工 ) 的 
不 规则 四 面体 构 型 ,他 们 合成 出 一 系列 的 Schif 碱 铜 ( 开 ) ”图 8- 13 soD 模 拟 物 [(ten)Cuim)Zn(tren] 
配合 物 ,证 实 了 他 们 论点 的 正确 性 。 (ClO, )3 "CHs OH 的 晶体 结构 


8.3.2 超 氧化 物 歧 化 酶 的 功能 模拟 


过 去 对 SOD 模拟 物 的 活性 研究 一 般 在 简单 体系 中 用 
化 学 分 析 方 法 进行 ,不 能 确切 地 反映 其 在 真实 的 生物 体内 1 
的 复杂 环境 中 的 效能 。 模 拟 物 在 生物 体系 中 的 效能 ,才能 “ mi 
u N ne 


决定 其 可 能 的 应 用 价值 。 有 人 用 人 多 形 核 白细胞 (PMNL) 一 

体系 为 研究 对 象 。PMNL 是 体内 重要 的 免疫 活性 细胞 , 受 异 八 太 总 一 ?一 

物 (PMA) 刺 激 后 发 生 呼 吸 爆发 , 耗 氧 量 大 增 , 同 时 产生 大 量 N 

活性 氧 (0z ,OH,'0, , H,0,) LI KF (luminol) HIET HAM, Sa 

建立 细胞 活性 氧 的 产生 和 测定 系统 ,研究 了 21 种 新 合成 的 

SOD 模拟 物 在 活 细胞 体系 中 清除 活性 氧 的 效能 ,探讨 了 活 

性 与 结构 的 关系 ,发 现 20 员 大 环 和 二 氧 四 胺 这 两 类 配 体 的 铜 配合 物 有 较 高 的 活性 。 活 性 氧 氧 化 鲁 
米 诺 而 发 光 , 光 强度 在 一 定 程度 上 反应 出 活性 氧 的 量 , 因 此 加 入 SOD 或 SOD 模拟 物 引 起 的 发 光 抑 
制 率 可 表示 其 歧化 活性 氧 的 活性 , 见 图 8 - 14。 


8.3.3 模拟 Mn- SOD 


Darr 等 报道 ,将 脱 铁 敏 与 MnO, 混合 ,搅拌 16 小 时 ,可 制备 成 水 溶性 模拟 Mn - SOD ,两 者 的 比例 
以 1:1 为 适宜 ,该 模拟 酶 不 与 血清 白 蛋白 结合 ,因此 在 血清 白 蛋 白 存在 下 酶 活性 没有 明显 变化 ,用 
细胞 色素 还 原 法 测定 模拟 酶 活性 时 ,1 mol/L 的 模拟 Mn - SOD 活性 相当 1 个 单位 的 SOD, BNF CEE 
含量 计算 , 约 相 当天 然 Mn - SOD 活性 的 1% 。Beyer 等 为 了 提高 模拟 Mn - SOD 的 活性 , 另 用 脱 铁 
敏 .抗坏血酸 与 MnO, 混合 搅拌 , 制 成 的 模拟 Mn - SOD 水 溶液 可 保护 灭 草 灵 与 亚 硫 酸 盐 对 绿 藻 的 危 


图 8-14 具有 清除 活性 氧 的 模拟 物 
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害 。 

模拟 Cu,Zn — SOD 中 所 含 的 Cu(I) 释 放 后 ,可 显示 毒性 ,而 模拟 Mn- SOD 中 Mn( 焉 ) 显 示 的 
毒性 却 很 小 ,甚至 不 明显 。 在 实用 性 方面 ,模拟 Mn - SOD 的 前 景 要 优 于 模拟 Cu,Zn- SOD. Fridov- 
ich 与 Dar 联合 专利 报告 指出 Mn - SOD 模拟 物 可 应 用 于 减轻 活性 氧 对 机 体 的 损伤 作用 ,近年 来 模 
拟 Fe- SOD 受到 重视 ,在 理论 上 Fe- SOD 模拟 物 所 释放 的 Fe( 亚 ) 的 毒性 比 Mn 更 小 ,甚至 不 存在 。 

目前 已 合成 了 众多 的 SOD 模拟 物 , 有 的 结构 与 SOD 活性 中 心 类 似 , 有 的 只 具有 SOD 活性 ,有 的 
则 兼 而 有 之 。 对 这 些 模拟 的 研究 ,为 天 然 SOD 的 作用 机 理 提 供 了 很 多 有 价值 的 材料 。 但 迄今 在 结 
构 上 能 模拟 Cu(I)- im- Zn(I) 的 异 双核 仍 很 少 , 且 不 能 模拟 天 然 酶 中 Cu(I) 和 Zn( 开 ) 不 同 的 配 
位 环境 ,天 然 酶 中 钢 和 锌 位 于 卷曲 的 蛋白 链 中 ,有 利于 Cu(I) 和 Cu( 工 ) 的 构象 转变 以 保证 其 高 活 
性 而 模拟 物 尚 未 能 满足 这 一 条 件 。 模 拟 物 中 多 数 在 体内 稳定 性 和 活性 下 降 , 因 而 设计 和 合成 具有 
精确 活性 中 心 结构 的 、 热 力学 稳定 且 动 力学 惰性 的 模拟 物 ,并 具有 实用 价值 ,仍然 任重道远 。 
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9.1 引言 


气体 分 子 作为 小 的 无 形 的 甚至 多 半 是 惰性 的 来 说 都 似乎 不 会 作为 酶 的 底 物 目标 。 但 是 生物 
进化 却 提供 了 一 系列 的 酶 可 专 一 性 地 与 一 些 气体 分 子 起 作用 。 例 如 氧 ,C0, CO, , 氮 , 氢 等 ,这 些 酶 
中 有 不 少 在 生物 地 质 化 学 循环 中 起 了 不 可 磨灭 的 作用 。 从 细胞 水 平 来 说 ,它们 与 能 量 储备 机 构 紧 
密 地 联系 在 一 起 。 气 体 酶 学 就 是 对 这 些 以 各 种 气体 为 底 物 的 酶 进行 研究 。 

近年 来 ,对 气体 酶 学 的 研究 进展 很 快 ,不 但 在 新 的 实验 技术 的 开拓 上 ,而且 与 化 学 及 物理 学 的 
观点 相互 渗透 ,与 环境 保护 等 领域 相 结合 ,以便 使 气体 酶 学 更 好 地 为 全 人 类 的 利益 服务 。 


9.2 氧化 一 氧化 碳 的 酶 


一 氧化 碳 是 大 气 中 最 严重 的 一 种 污染 物 , 它 是 由 不 同 途 径 产生 的 ,例如 汽车 尾气 、 煤 的 不 完全 
燃烧 以 及 火山 爆发 的 气体 中 均 含 有 CO。 据 估计 ,全 世界 CO 的 年 产量 约 为 3.1x10 ~14.1x10 Of 
之 多 。 对 这 些 大 气 中 的 CO 的 清除 ,土壤 表面 的 细菌 活动 有 很 大 的 功劳 。 这 些 细菌 能 清除 CO ,其 
原因 主要 是 由 于 菌 体 中 含有 CO ft AB (carbon monoxide dehydrogenase ) ,此 酶 可 在 无 氧气 存在 时 将 
CO 氧化 成 C0, : 

CO + H,O + X(ox. ) 一 ~CO, + XH, (red. ) 

现 已 研究 清楚 ,凡是 厌 氧 菌 ( 如 Clostridium thermoaceticum) f) CO 脱氧 酶 是 含 镍 的 酶 ; 而 各 类 需 

氧 菌 中 的 CO0 脱 氢 酶 则 是 含 钼 的 酶 。 能 够 氧化 CO 的 细菌 有 多 种 , 详 见 表 9- 1。 


表 9-1 氧化 一 氧化 碳 的 细菌 群 


需 氧 菌 类 
(Aerobic bacteria) 
Pseudomonas carboxydovorans 
BERK Pscudomonas carboxydohydrogena 
( Carboxydotrophs ) Pseudomonas carboxydoflava 
Bacillus schlegclii 


氮 菌 
(N fixers) 
甲烷 养 细菌 
(Methantrophic bactoria) 


Rhizobium japonicum 
Paeudomonas mechanica 
Metnylosinus Inichosporium 
Mechylococcus capsulalus 
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厌 氧 菌 类 
(Anaerobic bacteria) 
Clostridium thermoaceticum 
AR Clostridium pasleurianum 
( Acetogens ) Clostridium bormicoaceticum 
Acetobacterium woodii 
产 甲 烷 菌 Methanobacterium thermoautetrophicum 
( Nethanogens ) Methanosarcina barkeri 
StF Rhodopseudomonas gelatinosa 
(Phototrophs ) Rhodospirillum rubrum 
硫酸 盐 还 原 菌 Sette re al 
(Sulfate - reducers ) Deaplbgeiae pleat 
Desulbovibrio cholinicus 


9.2.1 羧基 养 细 菌 的 CO haw 


羧基 养 细 菌 是 代表 在 有 氧 情况 下 能 够 利用 CO 作为 唯一 的 碳 源 和 能 源 的 菌 群 , 所 生成 的 Co, 
可 通过 核 酮 糖 二 磷酸 羧 化 酶 (rnbulose - bisphosphate carboxylase) 来 进行 同化 作用 。 例 如 被 Pseudo- 
monas carboxydovorans 细菌 的 生长 细胞 所 吸收 和 形成 的 气体 的 化 学 计量 为 : 

0, +2.19 CO—~1.83 CO, +0.36 细胞 碳 

上 述 P.carboxydovorans 细菌 的 CO 脱氧 酶 可 被 CO Ari. CO 脱氧 酶 催化 CO RAL AR CO, ， 
它 是 羧基 养 细 菌 类 CO 代谢 的 关键 酶 (图 9- 1) ,此 酶 具有 三 种 功能 :(1) 供应 并 引导 电子 进入 一 条 
特殊 的 CO 不 敏感 的 电子 传递 磷酸 化 的 呼吸 链 ;(2) 提供 CO, 作为 碳 源 ; (3) 通过 卡尔 文 循 环 (Cal- 
_ vin cycle) ,用 逆向 电子 传递 提供 二 氧化 碳 同化 作用 所 需 的 NADH. 


细胞 质 膜 外 部 
Ga (Cytoplasmic menmbrane) (Outside) 


CO> 


Qtgantc 
_  Subsltates 


NADH 


图 9-1 Pseudomas carboxydovorans 细菌 中 的 CO Abia ait AY Dy BE FN ze 117 
国外 曾 有 人 观察 到 CO 被 CO 脱氧 酶 氧化 时 可 以 与 非 生理 的 电子 受 体 [如 亚 甲 蓝 (Methylene 
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blue) , 绿 脓 菌 素 (Pyocyanine) ] 的 厌 氧 还 原 相 偶 联 , 不 排除 CO 可 以 被 加 氧 酶 反应 所 氧化 的 可 能 性 。 
在 CO 脱氧 酶 反应 中 并 未 发 现 有 自由 的 甲酸 或 氢气 产生 ,因而 在 CO 氧化 反应 中 无 论 自由 甲酸 或 分 
子 氢 都 不 是 中 间 体 。 后 来 进一步 证 实在 高 度 纯化 的 CO 脱 氢 酶 制剂 中 并 不 存在 甲酸 脱氧 酶 (fommate 
dehydrogenase) 或 氢化 酶 (Hydrogenase) 的 活力 。P.carboxydovorans 细菌 的 CO 脱 氢 酶 的 分 子 量 为 300， 
000。 


9.2.2 硫酸 盐 还 原 细 菌 中 的 COS 


此 菌 系 培 养 在 乳酸 盐 培 养 剂 中 ,在 菌 体 抽 提 物 中 可 检测 到 CO 脱氧 酶 的 活力 。 检 测 系 用 测 压 
计 法 进行 ,系统 中 含有 菌 体 抽 提 物 甲酸 盐 、 亚 硫酸 盐 和 一 定 催化 量 的 甲 基 紫 精 ( methyl viologen ) ,在 
pH6.8 进行 。 结 果 显 示 可 从 CO 形成 等 当量 的 氨 和 C0., : 

CO + H,O—>CO, + H, 
如 果 在 测定 时 不 含有 甲酸 盐 及 甲 基 紫 精 的 话 , 则 CO 被 消耗 , 亚 硫 酸 盐 则 被 还 原 成 硫化 氢 : 
3C0 + H,SO, —~3CO, + H,S 

又 如 Desulfovibrio desulfuricans 等 一 类 生长 在 丙酮 酸 盐 或 乳酸 盐 上 的 硫酸 盐 还 原 菌 ,其 无 细胞 
的 抽 提 液 可 使 每 mol 的 CO 被 氧化 时 ,有 2 moles 的 甲 基 紫 精 被 还 原 : 

方程 Av CO+ 开 0+2MV2+ 一 >~CO, + 2MV* +2H* 

对 此 等 细菌 的 CO 脱 氢 酶 进行 研究 ,证 实 此 酶 即使 暴露 于 空气 中 时 也 十 分 稳定 。 用 Sephadex G 
-150 族 胶 过 滤 柱 检测 得 到 此 酶 的 分 子 量 为 180,000。 


9.2.3 光 养 厌 氧 菌 的 COS 


从 湖沼 的 沉淀 物 中 可 以 分 离 出 一 种 厌 氧 生长 在 黑暗 中 靠 CO 生长 的 菌株 Rhodo - Pseudomonas 
gelationsa。 这 种 靠 CO 生长 的 细菌 每 小 时 每 克 和 蛋白 可 代谢 6.7wmol 的 CO 并 产生 等 当量 的 CO, MA 
: 

CO + H,O—~CO, + H, 

在 这 种 情况 下 , 氢 从 水 中 的 生成 可 以 用 和 氛 标 记 的 水 来 证 实 , 因 为 可 观察 到 和 氛 气 的 形成 。R. ge- 
lationsa 菌 的 CO 氧化 体系 是 由 CO 来 诱导 的 ,这 一 点 在 光 生 长 下 的 细胞 是 没有 的 。 当 细胞 依靠 CO 
并 生长 在 黑暗 中 ,一 旦 转移 到 依靠 CO 和 光 两 者 来 生长 时 , 则 CO 还 是 比 光 重 要 。C0O 氧化 活力 可 用 
甲 基 紫 精 作为 电子 受 体 ,在 24% ,pH 大 于 8.5 的 情况 下 来 测定 。 结 果 是 每 mol CO 氧化 时 至 少 有 2 
moles 的 甲 基 紫 精 被 还 原 。 这 一 点 支持 所 有 的 厌 氧 CO 脱氧 酶 具有 同样 的 反应 方程 式 ( 见 前 方程 A) 
这 个 观点 。 


9.2.4 甲烷 养 细菌 的 甲烷 单 加 氧 酶 


利用 甲烷 的 细菌 ,在 把 甲烷 氧化 到 CO, 的 过 程 中 ,其 中 介 物 除了 甲烷 .甲醇 甲醛 和 甲酸 外 , 许 
多 其 他 化 合 物 包括 CO 也 能 被 氧化 ,但 CO 不 是 这 种 细菌 的 生长 基本 物质 。CO 之 所 以 能 被 甲烷 养 
细菌 (例如 Pseudomonas methanica) 所 氧化 ,是 由 于 这 些 细菌 的 甲烷 单 加 氧 酶 体系 的 低 专 一 性 所 致 。 
此 反应 并 不 支撑 这 类 细菌 的 生长 ,因为 它们 的 生长 还 是 要 依赖 氧气 和 还 原 的 吡啶 核 苷 酸 类 ,而 此 反 
应 并 未 提供 可 供 细胞 起 同化 作用 的 碳化 合 物 。 
CO+0 + NADH, -一 ~CO, + NAD* + H,O 


9.2.5 关于 氧化 CO 的 酶 的 总 结 


各 种 在 代谢 上 十 分 不 同 的 细菌 都 会 含有 一 种 氧化 一 氧化 碳 的 活力 。 除 了 在 甲烷 养 细菌 中 含有 
的 非 专 一 性 的 甲烷 单 加 氧 酶 酶 复合 体 以 外 ,至 今 已 经 纯化 和 研究 了 的 其 他 的 氧化 CO 的 酶 都 是 CO 
脱 氢 酶 ,具有 专 一 性 地 催化 CO 的 氧化 至 CO, ,如 下 式 : 
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CO + H,O +X(ox.) 一 CO + XH, (red. ) 

分 子 氧 并 不 包含 在 CO 氧化 过 程 中 ,即使 是 在 严格 的 需 氧 的 羧基 养 细菌 中 亦 是 这 样 。 需 氧 酶 
绝对 利用 2 -电子 的 载体 ,而 厌 氧 酶 则 利用 1 -电子 载体 。 需 氧 的 CO 脱氧 酶 的 生理 上 的 电子 载体 尚 
不 清楚 ,设想 可 能 是 柄 或 b 型 细胞 色素 。 红 氧 还 蛋白 (Rubredoxin) 被 认为 是 一 种 细菌 Clostridium 
thermoaceticum 中 的 CO 脱氧 酶 的 生理 电子 载体 。 在 需 氧 CO 脱氧 酶 的 情况 下 ,电子 是 在 约 为 O mV 
的 氧化 还 原 电 位 下 被 传递 的 ;而 在 厌 氧 酶 的 情况 下 , 则 在 一 个 更 负 的 氧化 还 原 电 位 下 被 传递 的 。 总 
的 说 来 , 厌 氧 CO 脱氧 酶 的 专 一 性 CO 氧化 活力 比 需 氧 酶 的 要 高 ,但 需 氧 酶 对 CO 的 亲和力 却 要 高 出 
几 个 数量 级 。 需 氧 酶 和 厌 氧 酶 两 者 的 金属 成 分 的 主要 差别 已 研究 清楚 , 即 前 者 是 钼 而 后 者 是 镍 。 
但 相同 的 是 都 存在 锌 并 都 具有 铁 - 硫 中 心 。 据 推测 厌 氧 CO 脱氧 酶 通常 含有 (4Fe - 4S) 类 型 的 铁 = 硫 
中 心 , 而 (2Fe- 2S) 类 型 的 中 心 则 通常 发 生 在 需 氧 CO 脱氧 酶 中 。 需 氧 CO 脱氧 酶 的 辅 因子 组 成 显 
然 更 为 复杂 ,因为 它们 更 含有 FAD 、 钼 蝶 叭 (molybdopterin) 与 可 能 有 硒 。 厌 氧 CO 脱氧 酶 是 否 是 一 种 
含有 一 个 Ni- 四 吡咯 结构 的 类 咕 啉 (corinoid) 酶 尚 需 进 一 步 证 实 。 与 需 氧 酶 当 暴 圳 在 氧气 下 仍 很 
稳定 这 一 点 相反 , 厌 氧 酶 会 很 快 被 空气 失 活 。 但 也 有 例外 ,例如 从 严格 的 厌 氧 菌 D. desulfuricans 所 
提取 的 酶 并 不 受 氧气 的 影响 ,因而 能 在 有 氧 情况 下 分 离 提取 。 


9.3 甲烷 单 加 氧 酶 的 作用 


气体 甲烷 可 以 通过 一 种 酶 即 甲烷 单 加 氧 酶 (Methane monooxygenase，MMO) 来 进行 生物 氧化 而 生 
成 甲醇 。 甲 醇 可 由 机 体 进 一 步 氧化 生成 甲醛 。 一 部 分 甲醛 在 生物 体内 进行 同化 作用 ; 另 一 部 分 则 
氧化 成 CO, 以 供给 甲烷 氧化 起 始 步骤 中 作为 辅 因子 之 用 ( 见 图 9-2)。 


O2 


H,O 
(甲烷 单 加 氧 酶 ) 
《甲醇 脱氧 酶 ) 《甲醛 脱氧 酶 ) 《甲酸 脱 氢 酶 ) 
CHs CHsOH HCHO HCOOH co, 
/ 3 (甲醇 ) 7 \ 《甲醛 ) / N (FR) / N (二 氧化 碳 ) 


NADH， NAD x XH2 NAD+ NADH, NAD* NADH， 


(进入 细胞 生物 质 被 同化 ) 


图 9-2 甲烷 通过 甲醛 的 生物 氧化 至 CO, 的 途径 在 甲醇 脱氧 酶 反应 中 的 酶 辅 因子 X A 
(PQQ, 即 Pyrolo quinoline quinone) 


9.3.1 甲烷 单 加 氧 酶 的 性 质 


可 以 从 六 种 不 同 的 能 氧化 甲烷 的 细菌 中 提取 到 无 细胞 的 具有 甲烷 单 加 氧 酶 活性 的 制剂 。 例 如 
细菌 Methylococcus capsulatus 中 的 MMO 是 与 细胞 中 的 颗粒 部 分 (particulate fractions) 连 结 在 一 起 的 。 

MMO 第 一 次 是 从 细菌 Methylosinus trichosporium 的 细胞 膜 上 分 离 得 到 的 。 使 用 的 方法 是 用 磷脂 
酶 C(phospholipase C) 和 超声 波 来 处 理 就 可 将 MMO 复合 体 解 离 成 三 个 蛋白 质 : 一 个 具有 分 子 量 
47,000 的 蛋白 质 ,含有 一 个 铜 原 子 ; 一 个 具有 分 子 量 9,000 的 蛋白 质 和 一 个 具有 分 子 量 13,000 的 细 
胞 色素 C, 内 含 0.3 到 0.8 个 原子 的 铜 。 粗 的 颗粒 部 分 酶 , 需 利 用 NADH、 维 生 素 C 或 甲醇 脱 氢 酶 作 
为 电子 供 体 ,但 纯化 的 酶 并 不 需要 NADH 作为 电子 供 体 ,仅仅 需要 维生素 C 或 甲醇 /甲醇 脱 氢 酶 偶 
联 。 

近年 来 , Methylococcus capsulatus 细菌 的 MMO 已 纯化 ,并 可 从 中 解 离 得 到 三 个 组 分 ,每 一 组 分 都 
已 纯化 ,这 三 个 组 分 是 :蛋白 质 A, 这 是 一 个 分 子 量 为 220,000 的 蛋白 质 , 具 有 3 个 亚 基 ,分 子 量 各 为 
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54,000,42,000 和 17,000。 这 些 亚 基 含 有 非 血 红 素 (non - heme) 铁 (每 克 分 子 2~ 3 克 原 子 ) 和 和 锌 (每 
克 分 子 0.2 ~ 0.5 克 原 子 ) ,不 含 酸 不 稳定 硫化 物 。 另 一 为 蛋白 质 B, 这 是 分 子 量 为 20,000 的 酸性 蛋 
白质 ,不 含 辅 基 或 金属 。 又 一 蛋白 质 C, 这 是 分 子 量 约 40,000 的 单一 多 肽 蛋白 质 ,每 克 分 子 蛋白 质 
中 含有 1 克 分 子 FAD 和 一 个 2Fe- 28 的 中 心 。 


9.3.2 可 溶性 MMO 复合 体 中 的 电子 转移 


在 三 种 可 溶性 MMO 组 分 中 只 有 组 分 C 具有 独立 的 催化 活性 。 它 是 一 种 NAD(P)H 受 体 还 原 
酶 ,可 催化 细胞 色素 CARA — A -4¢ & (dichlorophenol - indophenol) 或 氧气 由 NAD(P)H 中 介 
的 还 原作 用 。 利 用 纯化 的 蛋白 质 可 以 观察 到 受 NADH 还 原 的 蛋白 质 C 也 可 在 厌 氧 条 件 且 不 存在 蛋 
白质 B 的 情况 下 转移 电子 至 氧化 的 蛋白 质 A 上 。 由 电子 吸收 光谱 和 电子 自 旋 共振 (ESR ) 光 谱 可 观 
察 到 NADH 还 原 的 蛋白 质 C 显示 出 每 一 个 FAD 和 Fe,S, 中 心 要 完全 还 原 需要 3 SAT, HABA 
质 C 存 在 四 种 形式 , 即 氧 化 形式 (0e, 即 没有 电子 )、 半 柄 形式 (le)、 半 本 /还原 铁 硫 形式 (2e) 和 二 和 氧 
柄 / 还 原 铁 硫 形式 (3e)。 从 把 蛋白 质 C 的 每 一 辅 基 用 一 种 方法 专 一 性 地 除去 并 重组 的 研究 以 及 从 
动力 学 的 研究 中 可 以 得 出 蛋白 质 C 中 的 电子 转移 次 序 是 :NADH->FAD-~>FeS->~ 受 体 。 从 上 述 的 四 
种 电子 形式 的 存在 可 以 支持 下 述 观点 : 即 蛋白 质 C 可 从 NADH 分 裂 电 子 对 ,因而 可 形成 一 个 电子 传 
递 步骤 直至 蛋白 质 A, 进一步 用 停 流 研究 方法 证 实在 蛋白 质 C 中 的 分 子 内 电子 转移 反应 ( 约 
170s-… ) 要 比 电子 转移 至 组 分 A 时 的 速度 ( 约 3.7s- ) 快 得 多 。 此 外 ,最 近 也 已 证 实 可 氧化 的 底 物 可 
与 蛋白 质 A 中 的 铁 中心 相 互 作 用 ,这 就 是 MMO 复合 体 的 “加 氧 酶 "组 分 。 

BRES AR C 和 和 蛋白质 A 之 间 有 电子 转移 ,但 是 已 发 现 除 非 蛋 白质 B 被 加 入 ,否则 就 没有 
底 物 氧化 作用 发 生 。 因 为 蛋白 质 B 不 含 任何 金属 或 辅 基 ,因此 就 很 难 设想 这 一 蛋白 质 是 如 何 直接 
包括 在 底 物 氧化 作用 过 程 中 的 。 尤 其 是 因为 从 一 些 机 制 方面 的 数据 来 看 ,氧化 作用 是 通过 某 一 金 
属 才 发 生 的 。 基 于 直到 最 近 为 止 的 资料 证 据 , 已 有 可 能 设计 出 一 个 在 MMO 复合 体内 部 的 电子 转 
移 途 径 图 (图 9-3)。 


Protein A CH, 


9-3 Methylococcus capsulatus (Bath) 细 菌 中 的 
可 溶性 甲烷 单 加 氧 酶 复合 体 中 蛋白 质 A,B 和 C 之 间 的 电子 转移 途径 
在 这 一 途径 图 中 ,蛋白质 C 中 的 被 NADH 还 原 的 FAD 把 电子 传递 至 FeS 中 心 , 这 一 中 心 然后 
即 把 电子 传递 给 和 蛋白质 A 中 的 Fe- Fe 中心。 在 没有 蛋白 质 A 的 情况 下 ,从 蛋白 质 C 来 的 电子 能 够 
在 FAD 的 水 平 上 传递 至 相应 的 替代 受 体 上 。 被 还 原 的 蛋白 质 A 然后 即 能 与 要 被 氧化 的 底 物 结合 ， 
FER AR B 的 存在 下 , 即 能 实现 氧化 作用 。 和 蛋白 质 B 确切 地 在 复合 体 中 的 那 一 部 位 起 作用 目前 尚 
不 清楚 ,但 蛋白 质 B 在 甲烷 氧化 作用 中 是 绝对 需要 的 。 


208 现代 酶 学 


9.3.3 ”甲烷 单 加 氧 酶 的 底 物 专 一 性 


M.Capsulatus (Bath) 细 菌 中 的 可 溶性 MMO 是 一 种 底 物 专 一 性 不 是 很 强 的 酶 :(1) 它 除 了 可 与 
甲烷 起 作用 外 ,与 乙 烷 \ 丙烷 丁 烷 \ 戊 烷 己 烷 \ 庚 烷 均 可 起 作用 ,生成 相应 的 醇 类 ,反应 速率 都 在 同 
一 数量 级 之 中 ; (2) 它 也 可 与 环 已 烷 作 用 生成 环 已 醇 ,与 葵 作 用 生成 酚 ,与 甲苯 起 作用 生成 甲苯 酚 。 
且 反 应 速率 也 都 相差 不 多 。 


9.4 固氮 酶 的 作用 


9.4.1 概述 


固氮 酶 ( Nitrogenase) 能 在 温和 的 条 件 下 激活 氮 分 子 的 能 力 几 十 年 来 都 极 大 地 诱惑 了 生物 化 
学 家 对 其 进行 研究 。 由 于 所 分 子 的 三 价 键 N=N 的 极其 稳定 性 就 使 得 要 它 直 接 与 其 他 化 合 物 起 作 
用 是 极其 困难 的 ,也 就 是 说 ,除非 利用 极端 手段 (如 高 压 \ 高 温 及 非 生 物 催化 剂 等 ) 是 办 不 到 的 。 到 
目前 为 止 ,工业 上 能 够 “固定 " 氮 的 方法 也 只 有 用 Haber 方 法 来 从 氮气 生产 氨 (NH: )。 其 生产 手段 严 
酷 ,如 不 能 有 氧 和 水 存在 ,有 反应 物 于 存在 , 需 高 温 (200Y ~ 400C) 高 压 及 有 催化 剂 的 存在 。 并 
且 N 本 身 也 需要 以 高 压 形式 存在 以 推动 反应 向 产物 (NH: ) 生 成 方向 进行 。 

从 另 一 角度 来 看 ,生物 固氮 过 程 就 显得 完全 不 同 : 反 应 是 在 生活 环境 温度 下 发 生 的 ,并 且 可 以 
有 水 和 和 氧 的 存在 , 且 反 应 是 不 可 道 的 。 近 20 多 年 来 对 固氮 酶 在 激活 N= N 作用 的 酶 学 ` 生 理学 等 
方面 的 研究 有 了 较 大 的 收获 ,发 表 的 文章 已 数 以 和 干 计 。 下 面 主要 对 固氮 酶 作用 的 酶 学 方面 作 一 简 
Sto 


9.4.2 固氮 酶 的 酶 学 简介 


固氮 酶 含有 两 个 蛋白 质 分 子 。 第 一 个 是 一 种 含有 2Mo 原子 .33 +3 个 Fe 原子 和 较 少 的 S 原子 
的 wz 8, 四 聚 体 。 此 和 蛋白质 可 被 氧 分 子 不 可 逆 地 失 活 (t = 10 分 钟 ,在 空气 中 , 约 在 20% 时 )。 约 有 
一 半 的 铁 原 子 是 以 [4Fe- 4S] 复 (cluster) 的 形式 存在 的 ,其 余 大 部 分 是 作为 单一 的 电子 顺 磁 共振 的 
一 部 分 而 存在 的 。 这 一 顺 磁 共振 部 分 称 为 FeaMoco, 它 含有 Mo, Fe 和 S, 其 比例 为 1:(6~8):(4~9)。 

第 二 种 蛋白 质 是 一 个 y, —RA, SA [4Fe - 48], CMMI LEZ (AGA. B 
报道 在 固氮 菌 Qzotobacter vinelandii 的 Fe 蛋白 中 含有 较 高 的 Fe S 含量 , 某 些 螺旋 菌 (spirilla) 的 Fe 和 蛋 
白 可 被 酶 修饰 而 致 可 逆 地 失 活 。 这 种 Fe 蛋白 具有 与 ATP 和 ADP 的 单 镁 盐 结合 的 位 点 ,曾经 被 称 
为 “dinitrogenase reductase”, 因为 它 是 一 种 供给 MoFe 蛋白 质 电 子 的 专 一 的 由 MgATP 激活 的 电子 供 
体 。 它 的 活力 对 分 子 氧 比 对 MoFe 蛋白 质 更 灵敏 (ty =30~45 秒 )。 

固氮 酶 在 还 原 N 至 2NH, 的 同时 使 16 个 MgATP 水解 成 MgADP + P, 并 形成 一 分 子 的 氢 作 为 副 
产品 。 固 氮 酶 还 可 还 原 多 种 N, 的 类 似 物 (analogues) ,例如 HCN, HN, , CH; NC, CH, CCH 等 等 ,其 中 最 
有 名 的 是 C 于 (可 被 还 原 至 CH ) ,此 作用 已 被 采用 为 测定 固氮 酶 的 乙 烘 试 验 (acelylene test) 

固氮 酶 的 特点 就 是 在 其 功能 中 包含 H,. H, 在 固氮 酶 的 作用 中 所 扮演 的 角色 尚未 完全 被 了 
解 ,主要 的 有 下 列 几 方面 。 

1) H, EN, 被 固氮 酶 还 原 的 一 种 竞争 性 抑制 剂 。 

2) H, EN, 还 原 的 一 种 副产品 ,其 反应 为 : 


16ATP + 8e 
N, == 8H* ree pra yl 十 H, 


但 在 其 他 底 物 被 还 原 时 , H, 不 一 定 必 须 是 一 种 副产品 。 
3) 如 果 既 无 N 也 无 其 他 类 似 底 物 存在 时 , 则 于 是 一 种 唯一 的 产物 (exclusive product) 。 
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4) 固氮 酶 催化 从 D, 形成 HD 的 生成 量 极 小 ,但 如 果 N 被 还 原 成 六 + D, 时 , 则 可 形成 相当 多 
量 的 HD。 此 时 每 产生 1 分 子 的 HD 要 消耗 一 个 电子 和 2 分 子 的 ATP。 

5) 固氮 酶 最 为 邻 人 惊奇 的 特点 是 它 的 缓慢 。N: 还 原 的 转移 时 间 (tumover time) 是 1.25s mole™' 
或 ~ 150ms/1 电子 转移 至 底 物 。 

6) 当 一 且 弄 清楚 钼 和 铁 是 固氮 酶 中 的 必要 成 分 时 ,IN 复合 体 必 然 包 括 在 固氮 酶 的 功能 中 这 一 
点 就 越 来 越 明 显 了 。 从 化 学 上 来 说 关于 分 子 氮 Nm 的 复合 体 中 第 一 个 被 报告 的 是 [Ru(NH; ), 
(N )] 玫 。 目 前 ,已 知 这 一 类 N, 复合 体 的 种 类 已 超过 100 种 。 关 于 这 种 N, 复合 体 在 固氮 酶 中 的 确 
切 性 及 其 种 类 , 目前 国际 上 正在 进行 大 量 的 工作 ,至今 尚未 最 后 得 出 结论 。 

[ 附 记 ] 植 物 的 光合 作用 机 制 ,严格 说 来 ,也 应 属于 气体 酶 学 的 研究 范畴 。 读 者 欲 了 解 这 方面 的 
内 容 , 请 参阅 有 关 植 物 生理 学 方面 的 专著 。 
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10 非 水 介质 中 的 酶 催化 反应 


10.1 非 水 介质 酶 催化 反应 及 其 特征 


从 传统 概念 上 讲 , 生 物 催化 剂 ,包括 酶 微生物 细胞 动物 细胞 .植物 细胞 及 一 些 细胞 器 均 是 在 
水 溶液 环境 中 催化 水 溶性 底 物 的 转化 。 然 而 , 随 着 生物 技术 的 发 展 , 生 物 催化 剂 需要 向 更 为 广泛 的 
应 用 方面 发 展 。1984 年 ,美国 麻 省 理工 学 院 的 科学 家 Klibanov 成 功 地 实现 了 猪 胰 脂肪 酶 在 99 多 的 
有 机 溶剂 中 催化 三 丁 酸 甘油 酯 与 醇 之 间 的 转 酯 反应 ,并 证 实 了 酶 在 100% 高 温 下 ,不 仅 能 够 在 有 机 
溶剂 中 保持 稳定 ,而且 酶 还 显示 出 很 高 的 催化 转 酯 活力 。 这 一 发 现 为 酶 学 研究 和 应 用 带 来 了 又 一 
次 革命 性 飞 路 ,并 成 为 生物 化 学 和 有 机 合成 研究 中 一 个 迅速 发 展 的 领域 。 

有 机 相 酶 催化 反应 在 生物 工程 领域 的 极 大 意义 引起 了 研究 文献 的 爆炸 性 增长 。20 多 年 来 的 
研究 表明 ,在 有 机 介质 中 酶 催化 反应 可 以 获得 许多 常规 条 件 下 所 不 具有 的 新 特征 和 优势 :(1) 可 进 
行 水 不 溶性 化 合 物 催化 转化 ,使 酶 作用 底 物 的 范围 大 大 拓宽 ;(2) 改变 反应 的 平衡 点 ,使 水 浴 液 中 
不 能 发 生 的 反应 向 所 期 望 的 方向 进行 ,催化 水 解 反应 的 酶 可 催化 合成 反应 的 进行 ,如 转 酯 酯 化 、 氮 
解 、 酰 基 交 换 和 转 硫 酯 等 ;(3) 由 于 酶 在 有 机 溶剂 中 结构 上 “刚性 ”的 增加 ,对 底 物 的 专 一 性 ,包括 区 
域 专 一 性 和 对 映 体 专 一 性 均 大 大 提高 ,从 而 使 实现 对 酶 催化 选择 性 的 有 目的 调控 成 为 可 能 ;(4) 酶 
的 热 稳定 性 大 大 提高 ;(5) 由 于 酶 不 溶 于 大 多 数 有 机 溶剂 ,反应 后 易于 回收 和 重复 利用 ;(6) 可 避免 
长 期 反应 中 微生物 的 污染 ;(7) 减少 或 防止 由 水 引起 的 副 反 应 ;(8) 可 方便 地 利用 对 水 分 敏感 的 底 
物 进行 反应 ,如 酸 栈 ;(9) 当 使 用 挥发 性 溶剂 作 介 质 时 ,反应 后 的 分 离 过 程 能 耗 降 低 。 

在 传统 概念 中 ,有 机 溶剂 易于 引起 酶 蛋白 变性 而 失 活 。 实 验 表 明 ,在 无 水 或 含 微量 水 (< 1%) 
的 有 机 溶剂 中 , 酶 的 稳定 性 显著 提高 ,如 脂肪 酶 和 溶菌 酶 在 100 所 可 保存 大 干 小 时 而 不 失 活 ,这 种 
热 稳定 性 的 提高 是 难以 以 化 学 交 联 固定 化 甚至 是 蛋白 质 工 程 的 手段 所 能 达到 的 。 热 稳定 性 的 产 
生 可 归结 为 两 方面 的 原因 :(1) 酶 结构 刚性 增强 ;(2) 水 含量 有 限 。 通 常 ,水 溶液 中 的 酶 分 子 在 结构 
EAE EK KB K ,前 者 位 于 分 子 的 表面 ,与 水 相 接触 ,环境 中 的 水 分 子 与 酶 蛋白 功能 团 之 间 
形成 氢 键 ,使 蛋白 质 形成 具有 和 柔 万 性 的 空间 结构 , 称 为 “开放 "型 空间 结构 。 但 当 处 于 有 机 溶剂 中 
时 ,和 蛋白质 分 子 的 疏水 区 暴露 出 来 ,分 子 折 释 受到 一 定 程 度 的 破坏 ,带电 基 团 之 间 相 互 作 用 形成 非 
活性 的 “封闭 "构象 。 酶 分 子 结构 刚性 增强 ,对 受热 而 引起 折 释 松散 的 抗 性 增强 ,表现 为 其 热 稳定 性 
提高 。 此 外 ,在 酶 分 子 的 不 可 逆 变 性 过 程 中 ,水 是 一 个 必要 的 参 予 者 。 如 随 温 度 升 高 , 酶 分 子 首 先 
发 生 折 县 及 螺旋 结构 的 “松散 ” ,随后 会 发 生 一 种 或 多 种 变性 反应 :形成 错误 的 卷曲 结构 S$ 一 SB 
受到 破坏 、 天 冬 酰 腕 和 谷 氮 酰胺 残 基 脱 酰胺 基 及 天 冬 氢 酸 的 肽 键 发 生 水 解 ,上 述 每 一 步 反 应 都 有 水 
的 参 予 。 在 无 水 或 仅 含 微量 水 的 有 机 介质 中 ,这 一 系列 变性 作用 受到 有 效 抑制 ,从 而 大 大 提高 了 酶 
的 热 稳 定性 。 从 图 10- 1 可 以 看 出 :在 有 机 溶剂 中 水 的 含量 对 酶 的 稳定 性 有 极 大 的 影响 , 随 着 体系 
中 水 含量 的 增加 , 酶 的 稳定 性 明显 降低 ,并 存在 临界 水 浓度 , 当 超 过 临界 值 时 , 酶 的 稳定 性 急剧 下 
降 。 此 外 ,处 于 溶剂 中 的 酶 预先 达到 的 状态 对 其 在 溶剂 中 的 稳定 性 也 有 显著 的 影响 。 当 酶 预先 处 
于 " 湿 态 "时 ,由 于 水 的 预先 存在 使 酶 分 子 构 成 其 柔韧 性 的 “开放 "构象 ,刚性 降低 ,与 “ 干 态 " 酶 相 比 ， 
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在 有 机 溶剂 中 更 易于 受到 破坏 ,产生 热 失 活 。 柱 状 假 丝 酵母 脂肪 酶 在 有 机 溶剂 中 和 水 浴 液 中 的 稳 


定性 比较 也 具有 相似 的 结果 。 通 常 认为 在 极 性 溶剂 中 酶 具有 较 差 的 稳定 性 ,大 部 分 非 水 相 酶 反应 
均 被 限制 于 相对 非 极 性 的 溶剂 中 。 一 方面 非 极 性 溶剂 利于 提高 酶 的 稳定 性 , 另 一 方面 ,在 非 极 性 浴 
剂 中 酶 易于 保持 其 活性 构象 而 表现 出 高 的 催化 活力 。 


00 


_ 


2 
R Rs! 
ya 50 三 
3 党 
> 
0 0 
0 30 60 0 0.5 1.0 
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时 间 (min) 水 浓度 (% w/w) 
图 10-1A 于 猪 胰 脂 肪 酶 在 100% 失 活 曲线 10-1B 湿 酶 和 和 干 酶 在 含 不 同 含水 量 的 2mol 氏 庚 
WE bpH8.0 0.1mol/L 磷酸 缓冲 液 ; 醇 / 三 丁 酸 甘油 酯 溶液 中 的 半衰期 (100Y ) 
O 含 0.8% 水 和 2molE 庚 醇 的 三 丁 酸 甘 油 酯 ; Ouse; ATH 


全 & 0.015% 7K Fil 2mol/L 庚 醇 的 三 丁 酸 甘油 酯 
在 非 水 介质 酶 催化 反应 中 ,有 机 溶剂 的 加 入 使 得 大 量 非 水 溶性 底 物 可 以 进行 酶 促 转化 。 常 见 
的 反应 体系 包括 微 水 有 机 溶剂 体系 ` 反 向 胶 团体 系 和 水 /水 不 互 溶 溶剂 两 相 体系 。 


10.2 微 水 有 机 溶剂 体系 


含 微量 水 的 有 机 溶剂 体系 是 非 水 介质 酶 催化 反应 中 研究 最 为 广泛 的 反应 体系 。 催 化 剂 \ 有 机 
溶剂 和 水 含量 的 控制 是 构成 体系 的 三 大 要 素 。 其 中 水 的 含量 对 酶 的 活力 和 选择 性 具有 极 大 的 影 
响 ,成 为 有 机 溶剂 酶 催化 反应 的 关键 控制 因素 。 


10.2.1 水 的 作用 及 其 调控 


10.2.1.1 水 - 酶 构象 的 润滑 剂 

二 十 几 年 来 ,在 有 机 介质 酶 催化 反应 研究 中 ,已 存在 一 个 共识 , 即 微量 的 水 对 酶 有 效 发 挥 催化 
作用 是 必需 的 ,因为 水 直接 或 间接 地 参 予 了 酶 天 然 构象 中 所 有 的 非 共 价 相互 作用 ,包括 氢 键 、 静 电 
作用 、 下 水 相互 作用 和 范 德 华 力 。Gqupta M. N 认为 ,无 水 条 件 下 酶 分 子 的 带电 基 团 和 极 性 基 团 之 
闻 相 互 作用 ,形成 一 种 非 活 性 的 “封闭 ?结构 ,水 的 加 入 可 削弱 这 种 相互 作用 ,使 非 活性 的 "封闭 " 结 
Fa“ BS” , 酶 分 子 的 柔韧 性 增加 ,并 通过 非 共 价 作用 力 来 维持 酶 的 催化 活性 构象 , 即 水 充当 了 酶 结 
构 的 “润滑 剂 ”。Jaap Broos 等 利用 荧光 各 相 异 性 (Time - Resolved Fluorescence Anisotrop ) 的 方法 对 几 
种 酶 的 水 化 程度 与 其 柔韧 性 的 关系 进行 了 测试 ,利用 TRFA 技术 在 微微 秒 - 毫 微 秒 时 间 窗 内 对 蛋白 
质 的 构象 变化 进行 监测 ,借助 高 水 平 的 荧光 技术 与 数据 分 析 获 取 和 蛋白 分 子 内 部 流动 力学 与 酶 构象 
的 重要 信息 ,证实 了 随 酶 分 子 水 化 程度 的 增加 ,其 柔 制 性 增强 , 酶 活力 随 之 提高 。 其 研究 结果 还 表 
明 ,在 不 同 的 有 机 溶剂 中 , 酶 的 柔 蔬 性 不 同 ,对 映 体 选 择 性 也 在 差异 。 另 外 ,Guinn R. M 及 其 合作 者 
利用 电子 顺 磁 共 振 自 旋 探 针 (EPR Spin Probe) 就 水 对 酶 结构 和 活性 的 影响 进行 测定 ,也 得 出 水 是 酶 
分 子 的 “润滑 剂 的 结论 。 

在 有 机 溶剂 中 酶 的 水 化 作用 是 不 完全 的 ,水 化 程度 低 的 酶 常 具有 较 高 的 结构 刚性 , 酶 分 子 内 部 
流动 性 的 降低 被 认为 是 其 稳定 性 增加 的 原因 。 然 而 ,也 许 正 是 由 于 结构 上 和 柔韧 性 的 降低 使 得 酶 在 
有 机 介质 中 的 催化 活力 比 水 溶液 中 要 低 。 

对 于 水 在 酶 分 子 上 的 结合 过 程 和 结合 量 ,Rupley J.A 在 对 溶菌 酶 的 水 化 过 程 进行 研究 后 提出 : 
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可 以 将 和 干 蛋白 质 分 子 的 水 化 过 程 分 为 四 步 :(1) 水 与 蛋白 质 分 子 表面 的 带电 基 团 结合 ,结合 水 量 为 
0~0.07g 水 /g 蛋 白质 ,这 一 过 程 为 离子 化 基 团 的 水 化 过 程 ;(2) 水 与 蛋白 质 分 子 表 面 极 性 基 团 的 结 
合 , 亦 即 极 性 部 分 水 簇 的 生长 过 程 ,结合 水 量 为 0.07 ~ 0.2Sg 水 /g 蛋白 质 ;(3) 水 吸附 到 蛋白 质 分 子 
表面 相互 作用 较 弱 的 部 位 ,结合 水 量 为 0.25 ~ 0.38g 水 /g 蛋白 质 ;(4) 蛋白 质 分 子 表面 完全 水 化 ;被 
单 层 水 分 子 所 覆盖 ,一 般 需 水 量 为 0.38g 水 /g BAM ABE 300 个 水 分 子 / 蛋 白 分 子 。 第 一 阶段 的 
水 化 相当 于 每 个 蛋白 质 分 子 吸附 40 ~ 60 个 水 分 子 。 深 菌 酶 水 化 至 0.2g 水 /g 蛋白 质 , 即 每 个 酶 分 
子 吸 附 180 个 水 分 子 时 开始 表现 出 催化 活力 。 通 常 蛋白 质 吸 附 0.2$g 水 /g 蛋白 质 时 开始 呈现 出 分 
子 流 动 性 的 变化 ,这 一 流动 性 正 是 为 酶 的 呈现 活性 所 必需 的 。 

就 酶 本 身 而 言 , 当 周 围 含 有 足够 的 水 分 子 来 维持 其 天 然 构象 时 ,这些 “必需 水 "以 外 是 什么 介质 
无 关 紧 要 。 也 就 是 说 ,只 要 酶 吸附 了 足够 的 “必需 水 ” ,在 有 机 溶剂 中 也 应 显示 出 催化 活力 。 对 不 同 
的 酶 ,在 有 机 溶剂 中 催化 反应 所 必需 的 水 量 有 很 大 差异 。 例 如 ,一 个 脂肪 酶 分 子 只 结合 几 个 水 分 子 
就 会 显示 活性 ,在 辛 烷 中 廉 蛋 白 酶 催化 反应 需 吸 附 50 个 水 分 子 ,而 乙醇 脱氧 酶 和 多 酚 氧 化 酶 在 溶 
剂 中 显示 活性 时 都 有 成 百 上 千 个 水 结合 在 酶 分 子 上 ,足够 形成 一 个 单 分 子 层 。Affeck. R 对 枯草 杆 
菌 蛋白 酶 在 四 氧 叶 喃 中 催化 反应 的 研究 表明 ,加 入 适量 的 水 能 使 酶 活性 中 心 的 极 性 和 柔韧 性 提高 ， 
从 而 酶 活 急 剧 升 高 。 然 而 过 量 的 水 会 引起 酶 活性 中 心 内 部 水 簇 的 形成 ,改变 酶 活性 中 心 结 构 ,导致 
酶 活力 的 降低 。 如 图 10-2 所 示 :Klibanove 利用 猪 胰 脂 肪 酶 催化 三 丁 酸 甘油 酯 进行 转 酯 反应 , 随 着 
体系 中 水 含量 增加 , 酶 的 催化 活力 有 显著 改变 ,水 含量 在 0.95% 左 右 , 酶 有 最 大 活力 。 
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图 10-2 猪 胰 脂 肪 酶 催化 三 丁 酸 甘油 酯 与 
正 庚 醇 转 酯 反应 速率 与 水 浓度 的 关系 


有 时 ,向 干 酶 中 加 入 很 少量 的 水 (0.015 狗 ) 也 会 使 酶 恢复 活力 ,对 此 Zaks 认为 ,有 部 分 水 可 以 
极 牢固 地 吸附 在 酶 分 子 上 ,即使 经 过 干燥 处 理 , 这 部 分 水 也 不 被 除去 , 故 再 加 入 少量 的 水 就 可 以 补 
足 维持 酶 活性 构象 的 “必需 水 量 ,使 酶 恢复 活力 。“ 必 需 水 "在 酶 反应 中 并 非 作 为 反应 的 直接 参 予 
者 ,只 是 起 维持 酶 活力 构象 的 作用 。 从 结构 的 角度 来 看 ,水 作为 润滑 剂 是 由 于 它 具 有 与 蛋白 质 分 子 
功能 团 形 成 氢 键 的 能 力 , 使 蛋白 质 分 子 功 能 团 相互 连接 ,释放 其 封闭 结构 。Zaks 和 Klibanov 用 甘 
油 、 乙 炳 基 甘油 醇和 甲 酰胺 作为 “ 氧 键 形成 体 " 代 替 水 来 研究 酶 结构 的 变化 ,结果 表明 ,三 种 共 溶 剂 
可 部 分 代替 水 作为 酶 的 活化 剂 ,只 是 与 水 相 比 ,它们 形成 氢 键 的 能 力 较 差 , 因 而 溶剂 化 效率 较 低 。 
这 一 结果 也 证 明了 水 的 润滑 剂 作用 源 于 其 形成 氢 键 的 能 力 。 

10.2.1.2 水 分 的 测定 和 水 活 度 

在 有 机 介质 酶 催化 反应 中 , 酶 的 催化 活力 高 低 与 其 结合 水 的 多 少 直 接 相 关 。 从 理论 上 说 ,与 体 
系 中 总 的 水 含量 及 有 机 溶剂 性 质 等 因素 无 关 。 事 实 上 ,由 于 反应 体系 中 的 水 会 在 溶剂 EDT 
物 及 载体 之 间 进 行 分 配 , 因 而 体系 中 溶剂 载体 的 性 质 对 结合 于 酶 分 子 上 的 水 量 有 直接 影响 。 对 反 
应 的 最 佳 水 含量 进行 优化 是 反应 有 效 进行 的 条 件 。 通 常 体系 中 的 水 分 可 以 通过 卡尔 - 费 休 法 和 和 气 
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相 色谱 法 进行 的 测定 。 前 者 使 用 更 为 广泛 ,是 通过 滴定 法 进行 水 分 测定 的 化 学 分 析 方 法 。 水 存在 
时 碘 与 二 氧化 硫 发 生 氧 化 还 原 反 应 ,游离 碘 还 原 为 碘 化 氨 。 其 中 水 、 碘 ` 二 氧化 硫 按 化 学 计量 发 生 
反应 。 

I, + SO, + CH OH + 于 0 —~2C,H, N: HI + C;H; N* HSO, CH; 
以 卡尔 - 费 体 试剂 滴定 水 分 的 终点 以 颜色 反应 进行 判断 : 当 水 存在 时 , PR Be EB , HA BR 
色 。 刚 出 现 微弱 的 黄 棕色 , 即 有 游离 碘 出 现时 即 为 滴定 终点 。 

对 于 特定 的 反应 体系 ,测定 水 在 酶 分 子 上 的 吸附 等 温 线 有 助 于 了 解 在 一 定 水 含量 条 件 下 酶 上 
吸附 水 量 的 多 少 。Zaks 等 对 酵母 醇 氧 化 酶 在 不 同 溶剂 中 的 吸附 等 温 线 进行 了 测定 ,并 就 酶 分 子 吸 
附 水 量 与 反应 速率 之 间 的 关系 进行 了 探讨 。 如 图 10-3 所 示 :在 不 同性 质 的 溶剂 中 ,水 在 溢 剂 与 酶 
之 间 的 分 配 有 显著 不 同 ,但 吸附 等 温 线 的 趋势 是 基本 一 致 的 。 


酶 的 含水 量 , %(w/w) 
反应 速率 , (mol/L min) 


0 4 8 12 0 10 20 30 40 


溶剂 含水 量 , %(v/v) 酶 的 含水 量 ，%(w/W) 

图 10-3 A 结合 在 酵母 醇 氧化 酶 上 的 水 量 10-3B 溶剂 中 酶 活性 与 结合 水 的 关系 
与 溶剂 含水 量 的 关系 口 乙醚 ; 〇 CRT; 乙酸 乙 酯 ; 

a. 乙醚 ib. CRT isc. CRORE; © 正 辛 醇 ; 全 LEO 2- 丁 醇 


d. 正 辛 醇 ;je. 叔 戊 醇 ;f. 2- 丁 醇 


吸附 等 温 线 的 测定 是 通过 向 体系 中 加 入 一 系列 不 同 浓度 的 水 ,使 之 在 有 机 溶剂 和 定量 的 干 酶 
之 间 进 行 分 配 达 到 平衡 后 ,测定 溶剂 中 剩余 水 的 总 量 , 计 算出 酶 的 吸附 水 量 , 再 以 溶剂 和 酶 中 吸附 
水 的 浓度 作 图 而 得 到 。 

从 上 述 研究 结果 可 以 知道 ,水 分 会 在 反应 体系 各 组 分 之 间 进 行 分 配 ,直至 达到 平衡 ,因而 用 加 
水 量 只 能 间接 反应 酶 结合 水 量 对 其 催化 能 力 的 影响 。 当 然 通过 水 吸附 等 温 线 的 测定 可 以 寻找 出 体 
系 加 水 量 与 酶 结合 水 之 间 的 量 的 关系 ,但 这 种 方法 也 存在 很 大 的 不 便 和 误差 :一 方面 ,体系 中 的 底 
物产 物 及 载体 的 性 质 会 对 水 的 分 配 产生 影响 ,任何 一 个 参数 的 改变 , 均 会 导致 吸附 等 温 线 的 改变 ， 
而 且 在 条 件 优 化 过 程 中 ,每 改变 一 个 条 件 都 需要 重新 测定 吸附 等 温 线 , 这 给 实验 带 来 很 大 的 工作 
量 ; 其 次 , 随 着 反应 的 进行 ,体系 组 成 会 发 生 改 变 , 酶 吸附 水 量 也 会 因此 而 改变 ,水 含量 的 影响 很 难 
被 准确 地 反映 出 来 。 针 对 这 一 问题 , Peter J. Halling 提出 以 水 活 度 作 为 研究 的 参数 。 水 活 度 的 定义 
为 :在 一 定 温 度 和 压力 下 ,反应 体系 中 水 的 蒸气 分 压 与 相同 条 件 下 纯 水 的 蒸气 压 之 比 。 采 用 水 活 度 
作为 研究 参数 有 几 个 优点 :(1) 水 活 度 的 大 小 直接 反映 出 酶 分 子 结合 水 分 的 多 少 ,与 体系 中 的 其 他 
因素 无 关 。(2) 低 水 溶剂 体系 是 一 个 涉及 到 固 相 ( 酶 和 载体 )、 液 相 ( 含 底 物 的 溶剂 ) 和 气相 ( 液 面 上 
部 的 空间 ) 的 多 相 体系 , 当 体系 处 于 平衡 状态 时 ,各 相 的 水 活 度 相等 。(3) 水 活 度 的 大 小 易 测 ,可 在 
反应 达到 平衡 时 测定 体系 上 部 气体 的 湿度 来 获得 。 目 前 ,已 有 大 量 的 传感器 用 于 测定 体系 中 气相 
的 水 活 度 。 达 到 平衡 时 气相 - 液 相 - 固 相 中 的 水 活 度 相 等 ,因而 通过 气相 水 活 度 的 测定 便 可 直接 反 
映 出 整个 体系 的 水 活 度 。 水 在 体系 各 相 之 间 发 生 分 配 达到 平衡 ,最终 体系 中 各 相 水 活 度 相等 ,如 图 
10-4 所 示 。 最 好 的 水 活 度 测 定 传感器 应 属 Philips 研制 的 “氧化 铝 湿度 传感器 " ,另外 也 有 将 探头 
直接 浸没 于 溶剂 中 测定 液 相 水 活 度 的 传感器 。 
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在 研究 水 分 对 酶 活力 的 影响 时 ,特别 溶解 在 溶剂 
是 在 水 分 的 测定 中 ,无论 是 水 浓度 还 是 水 sabe tis 
活 度 都 应 格外 小 心 , 因 为 水 有 一 定 的 挥发 
性 , 且 易 于 吸附 到 其 他 组 分 或 物质 上 , 少 


量 的 水 更 易于 丢失 。 同 样 , 水 也 易于 在 环 poopie 
SEGRE GREAT AC. KM ERE FORT me | RR ik 
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也 就 越 大 。 | 
通常 选用 有 机 溶剂 作为 反应 介质 的 ahs 
一 个 重要 目的 是 改变 水 解 反应 的 平衡 点 ， KE 


如 使 酶 促 水 解 反应 逆向 进行 一 催化 合 
成 反应 。 在 非 极 性 溶剂 中 ,水 的 体积 分 率 
在 较 高 范围 内 发 生 改 变 不 会 对 反应 的 平衡 点 产生 影响 ,如 当 水 从 50% 减 少 至 1% 时 ,反应 平衡 点 也 
许 并 不 因此 而 改变 ;但 当 水 减少 至 1% 以 下 时 ,反应 的 平衡 点 会 因此 发 生 转 移 。 可 见 ,在 低 水 含量 
酶 催化 体系 中 ,水 分 的 影响 至 关 重要 。 由 于 水 会 在 催化 剂 和 主体 相 之 间 进 行 分 配 , 因 而 体系 中 诸多 
变量 通过 改变 活性 酶 分 子 周 围 的 水 浓度 来 间接 对 其 活力 产生 影响 。 此 时 ,水 活 度 即 成 为 预测 水 对 
酶 活力 影响 的 一 个 合理 参数 。 

在 低 水 溶剂 体系 中 ,要 使 酶 表现 出 最 大 催化 活力 ,确定 适宜 的 体系 水 活 度 至 关 重要 。 最 佳 水 活 
度 与 溶剂 性 质 及 酶 本 身 特性 相关 。Hirofumi H. 对 酶 特 科 与 反应 最 佳 水 活 度 的 关系 进行 了 研究 。 
在 对 脂肪 酶 催化 转 酯 反应 中 ,根据 酶 对 水 的 敏感 程度 将 所 研究 的 脂肪 酶 分 为 三 种 类 型 ,如 图 10- 5 
所 示 。 


图 10-4 水 在 各 相间 的 平衡 示意 图 


Vi mol/L min' mg") 


0 Dm 20 °C BO xc 990s ee 4 > a 
Added Water (H20)add(g1') 


FA 10-5 加 水 量 对 脂肪 酶 催化 正 辛 醇 与 三 丁 酸 甘 油 酯 转 酯 反应 速率 的 影响 
(Lipase: A, Candida cylindracea (OF); B, Candida cylindracea (AY); C, Pseudomonas sp. ; 
D, Pseudomonas fluorescens; E, Porcine pancreas; F, Penicillium cyclopium; G, Penicillium forti ..) 


I: 敏感 型 , 当 体 系 中 不 加 水 ,及 水 活 度 极 低 时 , 酶 活力 接近 零 ; 随 水 活 度 的 增加 , 酶 活力 急剧 上 升 至 
最 大 值 后 下 降 ;II: 范围 敏感 型 , 即 在 很 低 的 水 活 度 时 , 酶 具有 中 等 催化 活力 ,在 最 佳 水 活 度 附 近 , 酶 
活力 发 生 急剧 变化 。 亚 : 不 敏感 型 ,反应 具有 最 佳 水 活 度 ,但 酶 活力 不 随 水 活 度 的 改变 发 生 突 路 式 
变化 。 

对 于 无 水 消耗 或 生成 的 反应 ,如 转 酯 反应 ,I[ 和 工 型 的 脂肪 酶 较为 适宜 。 此 时 ,只 需 控 制 体系 
处 于 最 佳 水 活 度 附近 就 可 以 获得 较 满 意 的 酶 催化 活力 , 且 在 反应 过 程 中 酶 活力 可 以 稳定 地 保持 在 
较 高 水 平 ,而 对 于 酯 合成 和 肽 合成 等 缩合 反应 ,在 反应 过 程 中 水 作为 副 产 物 生成 , 随 着 反应 的 进行 ， 
体系 中 的 水 含量 不 断 升 高 。 此 时 TO 型 酶 更 为 适合 ,因为 此 类 酶 对 体系 中 水 活 度 的 变化 不 敏感 ,水 
活 度 在 最 佳 值 附近 发 生 一 定 的 波动 不 会 引起 酶 活力 的 显著 降低 。 当 然 , 对 特定 的 底 物 转化 过 程 , 除 
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考虑 水 活 度 对 酶 活力 的 影响 外 , 酶 对 反应 的 特异 性 和 选择 性 是 首要 考虑 的 因素 。 另 外 ,在 与 水 不 互 
溶 的 溶剂 中 ,最 佳 水 活 度 随 酶 浓度 的 增 大 而 增 大 ; 而 在 与 水 互 溶 的 溶剂 中 ,最 佳 水 活 度 不 随 酶 浓度 


而 发 生 改 变 。 
10.2.1.3 水 活 度 的 调控 
当 研究 反应 体系 中 各 组 分 或 条 件 对 酶 活力 的 pe ag wept 
影响 时 ;应 控制 体系 处 于 恒定 的 水 活 度 ,以 消除 由 
于 水 的 分 配 而 引起 的 酶 活力 改变 。 利 用 特定 的 水 esis lis 
合 盐 对 ,通过 两 种 不 同 操作 方式 可 获得 恒定 的 水 活 yom i J 
度 。 
G) 将 酶 与 盐 的 伯 和 溶液 平衡 ,同时 将 含有 底 “" Nn 一 ™ 
物 的 溶剂 平衡 至 相同 的 水 活 度 ,然后 混合 进行 反 fe 
应 ,如 图 10-6 所 示 。 aS 
(2) 向 干燥 的 反应 器 中 直接 加 入 一 种 高 水 合 BiH NF RE 
盐 ; 这 种 水 合 盐 释 放 部 分 水 到 体系 中 ,本 身 转 化 为 图 10-6 已 知 水 活 度 下 利用 预 平 衔 法 
低 水 合 盐 或 无 水 盐 。 测定 反应 初速 率 示意 图 


由 水 合 盐 与 其 无 水 形式 构成 的 盐 对 可 以 对 体系 中 的 水 活 度 起 缓冲 作用 ,其 作用 原理 如 图 10-7 
所 示 ( 以 Na, HPO, 为 例 )。Na HPO, 有 三 种 水 合 形 50 
式 : NaHP0,.2HO、NaHPO,.7HO 和 Na HPO, - 
12 开 0, 向 体系 中 加 入 Na, HPO, ,假定 反应 过 程 中 
有 水 生成 , 当 反 应 开始 后 , 随 着 反应 的 进行 体系 
中 的 水 浓度 增加 (阶段 D) ,体系 中 的 水 活 度 也 随 
之 增 大 ; 当 反 应 进行 到 一 定 程度 ,体系 中 积累 足 
够 多 的 水 时 ,部 分 Na, HPO, 结合 水 ,形成 NaHPO4 10 
-2H,0 形式 ,从 而 体系 中 的 盐 以 Na, HPO,/ 

Na, HPO,*2H,O 盐 对 的 形式 存在 。 此 后 , 随 着 体 

系 中 水 的 积累 ,无 水 盐 不 断 转化 为 二 水 盐 , 在 全 

部 转化 之 前 ,体系 水 活 度 保 持 不 变 。 水 二 全 图 10-7 水 合 盐 对 体系 水 活 度 的 缓冲 作用 原理 

部 转化 为 二 水 盐 后 ,水 的 进一步 产生 和 积累 会 引起 体系 水 活 度 的 提高 (阶段 ) ,直至 水 的 量 足以 使 
二 水 盐 转 化 为 七 水 盐 ,形成 Na HPO, - 2H, O/Na, HPO, .7 也 0 盐 对 ,从 而 将 体系 水 活 度 维持 在 另 一 个 
水 平 , 这 便 是 水 合 盐 对 对 体系 中 水 活 度 起 到 ”缓冲 "作用 的 机 理 。 

在 第 一 种 操作 方式 中 , 当 已 达到 预 平衡 的 两 部 分 混合 时 , 且 在 以 后 的 反应 过 程 中 水 活 度 能 否 维 
持 恒 定 ,是 值得 注意 的 问题 。 通 常 有 两 种 情况 可 能 会 引起 水 活 度 的 改变 :(1) 在 反应 中 产生 或 消耗 
水 ;(2) 溶剂 化 作用 和 相 行 为 。 将 反应 控制 在 较 低 的 转化 率 时 , 按 化 学 计量 产生 的 水 一 般 很 少 ,其 
对 水 活 度 的 影响 可 以 忽略 。 由 相 平衡 导 致 水 活 度 的 改变 则 较为 复杂 :只 有 当 水 在 两 组 分 之 间 及 两 
者 混合 物 中 的 活 度 系数 有 严格 的 相关 性 时 ,水 活 度 在 混合 前 后 才 会 保持 不 变 。 和 否则 ,将 分 别 进 行 预 
平衡 的 底 物 和 溶剂 相 混合 时 ,水 活 度 会 发 生变 化 。 对 此 ,有 一 种 较为 合理 的 解决 方法 , 即 分 别 将 催 
化 剂 与 整个 主体 相 ,包括 溶剂 和 底 物 分 别 预 平衡 至 恒定 的 水 活 度 ,然后 将 催化 剂 分 散 到 主体 相 中 。 
在 无 其 他 操作 时 ,水 活 度 则 不 会 发 生 改 变 ,因为 水 在 两 者 之 间 的 分 配 已 达到 平衡 。 如 果 除 水 以 外 的 
其 他 组 分 ,如 底 物 发 生 重新 分 配 ,那么 也 会 导致 水 活 度 的 改变 ,因为 相 组 成 的 变化 会 引起 水 活 度 系 
数 的 改变 。 当 反应 中 有 较 大 量 的 水 产生 或 消耗 时 ,可 通过 加 除 水 剂 或 加 入 水 的 方式 来 维持 恒定 的 
水 活 度 ,如 加 入 乙 基 纤 维 素 、 分 子 筛 等 均 可 有 效 去 除 反 应 体系 中 的 水 分 ,以 硅 菠 土 吸附 胰 凝 乳 蛋 和 白 
RE N -乙酰 茶 丙 氨 酸 与 乙醇 的 酯 化 反应 过 程 中 ,加 入 4 多 的 乙 基 纤维 素 可 有 效 维持 反应 在 较 宽 
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的 水 浓度 范围 内 具有 较 高 的 转化 率 。 当 然 ,控制 过 程 最 好 在 传感器 的 监测 下 进行 。 

10.2.1.4 水 化 方式 

在 通常 的 研究 中 ,总 会 涉及 一 个 前 提 , 即 “假定 水 在 各 相间 的 分 配 已 达到 平衡 ”, 那 么 在 反应 开 
始 前 或 反应 过 程 中 水 的 分 配 是 否 已 真正 达到 平衡 了 呢 ? 水 在 各 相间 达到 平衡 的 速度 如 何 呢 ? 由 于 
蛋白 质 对 水 的 结合 存在 滞后 现象 ,通常 体系 中 的 水 活 度 真 正 达到 平衡 往往 需要 几 十 分 钟 BU) 
时 。 另 外 ,和 蛋 百 质 的 催化 活力 也 依赖 于 其 水 化 的 过 程 和 方式 ,例如 ,即使 反应 体系 的 最 终 组 成 相同 ， 
但 组 分 加 入 次 序 的 不 同 也 会 导致 酶 活力 的 差异 。 

Marie G.P 等 人 以 己 烷 作为 反应 介质 ,就 枯草 杆菌 蛋白 酶 催化 转 酯 反应 探讨 了 酶 的 水 化 方式 与 
催化 活力 的 关系 。 以 两 种 不 同方 式 对 酶 进行 水 分 平衡 :(1) 空气 平衡 (Air) ;将 酶 置 于 一 定 湿度 的 空 
气 中 预 平衡 ,再 与 相同 水 活 度 的 溶剂 相 混合 ,进行 催化 反应 。(2) 原 位 平衡 (m Situ) ,即将 冻 干 的 酶 
直接 置 于 溶剂 中 达到 平衡 。 研 究 发 现 , 在 相同 水 活 度 下 ,不 同 的 平衡 方式 对 酶 的 起 始 反应 速率 有 较 
大 影响 ,而 且 这 种 影响 并 非 由 平衡 方式 的 不 同 导致 酶 结合 水 分 子 数 的 不 同 而 引起 。 当 酶 吸附 相同 
量 的 水 时 ,两 种 平衡 方式 所 产生 的 酶 催化 活力 有 显著 差异 , 原 位 平衡 时 酶 活力 明显 高 于 空气 平衡 。 
产生 差异 的 原因 可 能 是 由 于 不 同 水 化 方式 引起 酶 构象 排 布 的 不 同 而 引起 的 。 酶 在 水 化 过 程 中 释放 
大 量 的 吸附 热 , 从 而 引起 一 些 不 利 的 酶 构象 变化 。 有 机 溶剂 作为 一 种 热 的 “疏散 剂 " 将 部 分 吸附 热 
从 酶 分 子 上 释放 出 来 ,使 之 避免 对 酶 产生 有 害 的 影响 。 因 而 在 有 机 溶剂 中 酶 水 化 时 由 于 吸附 热 的 
及 时 BBC” ,不 利 的 构象 变化 很 小 ,使 酶 能 够 保持 较 高 的 催化 活力 ,所 以 原 位 平衡 比 空气 平衡 更 有 
利于 酶 活力 构象 的 形成 与 保持 。 另 外 ,伴随 水 化 过 程 , 酶 粉 的 物理 形态 也 发 生变 化 。 空 气 平衡 时 ， 
水 在 酶 分 子 上 不 仅仅 进行 单 分 子 层 吸 附 ,还 存在 次 级 水 化 层 。Marie C.P 以 及 NMR AMIE TBA 
中 酶 吸附 水 的 量 , 结 果 表 明 : 当 经 过 空气 平衡 的 酶 放 人 溶剂 中 时 ,溶剂 可 使 次 级 水 化 层 脱 稳 , 这 部 分 
水 被 从 酶 表面 置换 下 来 ,形成 围绕 在 酶 分 子 周 围 的 微 水 相 ,同时 酶 粉 颗粒 完全 裔 溃 , 呈 胶 样 状态 , 导 
致 传 质 阻 力 增 大 ,反应 速率 降低 。 


表 10-1 水 合 盐 对 在 不 同 温度 下 可 维持 的 水 活 度 


sat Nap SO, * 10H, O/ Na) HPO, * 12H O/ Na) HPO, * 7H; O/ Nay HPO, * 2H, O/ 
Na) SO, Nay HPO, 7 了 0 Na) HPO, *2H,O Na, HPO, 

20°C 0.76 -- 0.74 0.57 0.15 

30 0.83 0.85 0.65 

40°C 0.73 
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10.2.2.1 有 机 溶剂 的 作用 与 lgP 

在 有 机 相 酶 学 研究 中 ,存在 一 种 共识 :在 非 水 或 低 水 环境 中 , 只 要 酶 分 子 的 “必需 水 " 层 不 被 剥 
Pr , 酶 就 可 以 有 效 地 发 挥 其 催化 作用 。 因 而 Zaks 提出 了 非 水 相 酶 学 的 一 个 具有 普遍 意义 的 定律 : 
作为 反应 介质 , 非 极 性 溶剂 优 于 极 性 溶剂 。 由 于 极 性 溶剂 ,特别 是 与 水 互 溶 的 有 机 溶剂 会 争夺 、 其 
至 剥 除 蛋 日 质 分 子 的 "必需 水 " 层 , 扰 乱 酶 分 子 天 然 构 象 的 形成 。 这 一 说 法 确实 可 以 作为 Zaks 定律 
的 一 个 合理 解释 。Zaks 和 Klibanov 检测 了 在 各 种 溶剂 中 水 对 醇 脱 氢 酶 \ 醇 氧化 酶 及 多 酚 氧 化 酶 活 
性 的 影响 ,结果 表明 :有 机 溶剂 是 通过 与 酶 分 子 周围 的 水 层 而 不 是 酶 分 子 本 身 发 生 作 用 的 。 他 们 还 
发 现 , 随 着 增加 溶剂 中 的 水 含量 , 酶 的 活力 迅速 增加 。 表 达 有 机 溶剂 对 酶 催化 活力 影响 的 一 个 比较 
准确 ,或 者 说 是 较为 有 意义 的 术语 是 溶剂 “扭曲 (或 扰动 ) 酶 的 水 结合 区 的 能 力 , 即 有 机 溶剂 穿 透 并 
进入 催化 剂 的 “必需 水 " 层 , 或 将 "必需 水 " 推 开 或 拉 脱 的 能 力 。 溶 剂 这 种 水 扰动 能 力 与 其 性 质 密 切 
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相关 。Laane 等 深入 研究 了 溶剂 的 理化 性 质 与 酶 功能 的 相关 性 ,其 中 包括 :Hildebrand (49 2K 78 75 = 
德 ) 溶 解 度 参数 (9)、 介 电 常 数 (e)、 偶 极 矩 (w) 以 及 分 配 系数 的 对 数 (lg 已 ) ,发 现 lg 已 与 酶 活力 之 间 
具有 最 好 的 相关 性 。 了 E. Catoni 等 以 固定 化 Pseudomonas sp . is Wile Heth 1 ARC BES ZRF AY Bk 
为 模型 反应 ,就 溶剂 特性 与 酶 活力 的 关系 进行 了 研究 ,并 得 出 了 类 似 的 结论 : 酶 活力 与 溶剂 的 介 电 
常数 无 明显 的 相关 性 ,与 Hilderbrand 溶解 度 参数 仅 有 很 弱 的 相关 性 ,对 于 非 极 性 溶剂 ,这 种 相关 性 
更 不 明显 。 通 常 两 变量 之 间 的 相关 系数 可 由 公式 进行 计算 : 


N N 
N>) X.Y, >)aG%, 
1 1 


af ND XP - (DX)? PND YN, — OY) 


当 > 接近 1 时 ,表明 两 个 变量 之 间 具 有 很 高 的 相关 性 。Catoni 对 底 物 转化 率 与 溶剂 理化 性 质 之 间 
的 相关 性 进行 计算 ,结果 如 表 10 - 2 所 示 。 


表 10-2 转化 率 与 溶剂 理化 性 质 间 的 相关 系数 7 


一 


溶剂 理化 性 质 相关 系数 7 P®(%)? 
IgP 0.90 0.1 
Hildbrand 溶解 度 参 数 0.72 1 
介 电 常 数 -0.63 2~5 


DO 根据 非 相 关 变 量 计算 获得 的 y 值 高 于 实验 y 值 的 概率 。 


IgP 为 化 合 物 在 标准 正 辛 醇 -水 两 相 体系 中 的 分 配 系数 的 对 数 。 从 严格 意义 上 讲 ,lgP 代表 溶剂 的 
Bi.7K (hydrophobicity) , 而 非 极 性 (polarity) ,两 者 之 间 有 密切 的 相关 性 ,但 并 不 是 完全 等 同 ,后 者 更 
为 常用 。Brink & Tramper 的 研究 结果 也 表明 , 当 以 Hildbrand 溶解 度 参数 作为 恒 量 溶剂 特性 的 参数 
时 , 仅 当 所 用 溶剂 的 极 性 较 弱 ,8$ 小 于 且 接 近 于 8 ,溶剂 的 相对 分 子 质量 大 于 150 时 , 酶 才 会 表现 出 
较 高 的 活力 。8 与 溶剂 的 相对 分 子 质量 有 关 : 


》 = (CE =- RT))3 
= We 


而 ]gP 仅 与 溶剂 的 极 性 相关 ,1gP SRIRAM ARES RMRHACK. lgP 是 恒 量 溶剂 极 性 的 直接 
参数 。 且 在 相当 宽 的 极 性 范围 内 ,lgP 随 溶剂 极 性 的 变化 有 明显 差异 。 

单一 化 合 物 的 lg 已 可 以 通过 下 水 片断 常数 (hydrophobic fragmental constants ) 计 算 来 得 到 , 表 中 列 
出 了 107 种 溶剂 的 lgP 值 。 对 两 种 化 合 物 所 组 成 的 混合 物 lg 已 ,可 通过 经 验 公式 进行 计算 : 

IgPuxtre = AilgP, + X,lgP, 
FE X, AX, St A AAAS 1 和 组 分 2 的 摩尔 分 率 ,对 于 反 向 胶 团体 系 ,界面 相 的 lgP; 与 连续 相 的 
lgPe 的 极 性 也 可 通过 计算 获得 : 
a Ande 
ajt+l1 
ao 为 界面 相 中 辅 表面 活性 剂 (cosurfactant) 对 CTAB 的 摩尔 分 率 
IgP on = Colg P oos untae tant + (1- Co ) Ne P carp tosh es 

其 中 Cy 为 辅 表面 活性 剂 在 连续 相 中 的 摩尔 分 率 。 

10.2.2.2 溶剂 极 性 与 酶 活力 的 关系 

在 微 水 有 机 介质 酶 催化 体系 中 ,溶剂 对 水 的 扰动 能 力 与 其 极 性 密切 相关 ,Laane 提出 可 将 常用 
的 30 多 种 有 机 溶剂 根据 其 在 水 中 的 溶解 度 分 为 三 类 。 


eP; = 


4 ge ETE +. lgP crap 


ap + a, 
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表 10-3 常用 有 机 溶剂 的 jgP 值 
Solvents gP Solvents lg P Solvents lg P 

1. dimethylsulfoxide -1.3 37. m-phthalic acid I. 73. cyclohexane 3.2 
2. dioxane -1.1 38. triethylamine 1.6 74. benzophenone 3.2 
3. N.N-dimethylformamide -1.0 39. benzylacetate 1.6 75. propoxybenzene 3.2 
4. methanol -0.76 40. butylacetate Lew 76. diethylphthalate 3.3 
5. acetonitrile -0.33 41. chloropropane 1.8 77. nonanol 3.4 
6. ethanol -—0.24 42. acetophenone 1.8 78. decanone 3.4 
7. acetone -0.23 43. hexanol 1.8 79. hexane 3.5 
8. acetic acid -0.23 44. nitrobenzene 1.8 80. propylbenzene 3.6 
9. ethoxyethanol -0.22 45. heptanone 1.8 81. butylbenzoate 3.7 
10. methylacetate 0.16 46. benzoic acid 1.9 82. methylcyclohexane 3.7 
11. propanol 0.28 47. dipropylether 1.9 83. ethyloctanoate 3.8 
12. propionic acid 0.29 48. hexanoic acid 19 84. dipentylether 3.9 
13. butanone 0.29 49. chloroform 2.0 85. benzylbenzoate 3.9 
14. hydroxybenzylethanol 0.40 50. benzene 2.0 86. decanol 4.0 
15. tetrahylarofuran 0.49 51. methyleyclohexanol 2.0 87. heptane 4.0 
16. diethylamine 0.64 52. methoxybenzene | 88. cymene 41 
17. ethylacetate 0.68 53. methylbenzoate ed 89. pentylbenzoate 4.2 
18. pyridine 0.71 54. propylbutylamine 22 90. diphenylether 43 
19. butanol 0.80 55. pentylacetate pay 91. octane 4.5 
20. pentanone 0.80 56. dimethylphthlate 2.3 92. undeeanel 4.5 
21. butyric acid 0.81 57. octanone 2.4 93. ethyldecunoate 4.9 
22. biethylether 0.85 58. heptanol 2.4 94. dodecanol 5.0 
23. benzylethanol 0.90 59. toluene 225 95. nonane 5.1 
24. cyclohexanone 0.96 60. ethylbenzoate 2.6 96. dibutylphthalate 5.4 
25. methylpropionate 0.97 61. ethoxybenzene 2:6 97. decane 5.6 
26. dihydroxybenzene 1.0 62. dibutylamine 237 98. undecane 6.1 
27. methylbutylamine 1.2 63. pentylpropionate Dd 99. dipentylphthalate 6.5 
28. propylacetate 1.2 64. chlorobenzene 2.8 100. dodecane 6.6 
29. ethylchloride 1.3 65. octanol 2.9 101. dihexylphthalate 15 
30. pentanol 1.3 66. nonanone 2.9 102. tetradecane 1.6 
31. hexanone 1.3 67. dibutylether 2.9 103. hexadecane 8.8 
32. benzylfomtate 1.3. 68. styrene 3.0 104. dioctylphthalate 9.6 
33. phenylethanol 1.4 69. tetrachioromethane 3.0 105. butyloleate 9.8 
34. cyclohexanol 1.5 70. pentane 3.0 106. didecylphthalate 11.7 
35. methylcyclohexanone 1.5 71. ethylbenzene a1 107. dilaurylphthalate 3.7 

36. phenol 1.5 72. xylene | 

表 10-4 常用 有 机 溶剂 的 分 类 

IgP 在 水 中 的 溶解 度 (wt% ) (20°C ) 
IgP <2 >0.4 
2<lgP<4 0.04~0.4 
IgP>4 <0.04 


酶 在 不 同性 质 有 机 溶剂 中 的 催化 反应 研究 结果 表明 , 酶 活力 与 lgP 之 间 存 在 以 下 相关 性 :在 
IgP <2 的 极 性 溶剂 中 , 酶 具有 较 低 的 催化 活力 ;在 1gP 为 2~4 的 中 等 极 性 溶剂 中 , 酶 常常 表现 出 中 
等 催化 活力 ,但 不 同体 系 酶 活力 有 较 大 差异 ;在 ]gP> 4 的 非 极 性 溶剂 中 酶 有 较 高 的 催化 活力 。 这 
一 结论 与 溶剂 的 水 扰动 能 力 的 强 弱 是 一 致 的 :lgP < 2 的 极 性 溶剂 会 强烈 地 扰动 或 扭曲 水 与 催化 剂 
之 间 的 相互 作用 ,导致 酶 变性 失 活 ,而 且 酶 的 “ 脱 稳 " 不 仅仅 局 限于 高 级 结构 上 ,在 次 级 结构 ,如 w - 
螺旋 和 有 8 - 折 和 到 上 均 可 能 出 现 脱 稳 , 导 致 酶 活 丧失 。lgP 为 2~4 的 溶剂 具有 较 弱 的 水 扰动 能 力 , 会 
对 酶 活力 产生 影响 ,但 影响 的 程度 与 酶 的 特性 和 体系 性 质 有 关 ,无 法 直接 进行 预测 。 而 ]gP>4 的 
非 极 性 溶剂 通常 不 会 扰动 酶 的 必需 水 层 , 因 而 利于 酶 处 于 活性 状态 。 

Zaks 和 Klibanov 用 三 种 不 同 来 源 的 脂肪 酶 - 猪 胰 脂 肪 酶 ,酵母 脂肪 酶 和 霉菌 脂肪 酶 在 不 同 极 性 
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的 有 机 溶剂 中 催化 反应 ,并 以 溶剂 的 极 性 常数 ljgP 对 酶 促 反应 的 初速 率 作 图 ,获得 了 酵母 脂肪 酶 、 
霉菌 脂肪 酶 与 jgP 之 间 的 S 型 相关 性 曲线 (图 10-8). P.Gremonesi 及 下 .R.dactoli 分 别 对 20- B # 
基 当 体 脱 氢 酶 和 黄 味 叭 氧化 酶 的 研究 也 得 出 了 类 似 的 结果 。 


Activity (#mol. hr'. mg ') 


10-8 脂肪 酶 在 近 无 水 有 机 溶剂 中 催化 三 丁 酸 甘油 酯 
与 成 醇 转 酯 反应 初速 率 与 lgP 的 关系 
@ 胰 脂 肪 酶 ; 〇 酵母 脂肪 酶 ; 口 霉菌 脂肪 酶 。 


猪 胰 脂 肪 酶 与 lg 忆 之 间 不 遵循 这 一 规律 ,这 是 由 于 猪 胰 脂 肪 酶 对 水 的 结合 紧密 而 牢固 ,实验 所 
测试 的 溶剂 均 不 能 破坏 其 水 化 层 , 因 而 溶剂 极 性 与 酶 活力 之 间 不 呈现 S 性 相关 曲线 。 

10.2.2.3 溶剂 与 底 物 产物 之 间 的 极 性 匹配 

在 有 机 溶剂 中 , 酶 能 够 保持 其 "必需 水 " 层 、 形 成 柔韧 性 的 天 然 构 象 是 酶 发 挥 活力 的 重要 前 提 。 
但 在 选择 溶剂 的 过 程 中 ,还 应 该 考虑 到 溶剂 与 反应 物 和 产物 性 质 的 匹配 问题 。 例 如 , Baokang Yang 
在 研究 脂肪 酶 催化 三 酰 甘油 酯 与 甘油 之 间 进 行 转 酰 基 反 应 的 过 程 中 发 现 ,在 lgP 为 -0.33~0.80 
的 极 性 溶剂 中 ,反应 具有 较 高 的 初始 速率 ;在 lg 已 >2.5 的 非 极 性 溶剂 中 ,由 于 甘油 在 主体 相 中 扩散 
受到 限制 , 转 酰 基 反 应 几乎 不 能 发 生 。 另 外 ,在 反应 过 程 中 , 随 着 极 性 的 甘油 不 断 被 转化 为 非 极 性 
的 产物 ,反应 的 最 佳 lgP 也 会 随 之 而 逐渐 提高 。 在 生成 非 极 性 产物 的 反应 中 ,如 酯 化 反应 ,如 果 反 
应 介质 选择 极 性 很 强 的 溶剂 ,那么 由 于 产物 从 酶 活性 中 心 向 主体 相 的 扩散 受到 限制 ,导致 反应 速率 
降低 。 因 此 ,溶剂 性 质 对 酶 催化 反应 的 影响 是 一 个 综合 而 复杂 的 过 程 ,其 中 包括 溶剂 对 水 - 酶 相互 
作用 的 扰动 与 扭曲 ,与 固定 化 酶 微 环 境 之 间 的 匹配 以 及 对 底 物 和 产物 的 溶解 与 扩散 的 影响 等 因素 。 

催化 剂 与 溶剂 的 接触 区 域 , 即 界 面相 (interphase) 的 性 质 也 应 该 被 考虑 在 内 。 特 别 是 在 反 向 胶 
团体 系 及 固定 化 酶 体系 中 ,界面 相 的 影响 尤为 重要 。 所 谓 界 面相 ,从 广义 上 讲 , 可 以 指 游 离 酶 的 结 
合 水 层 、 反 向 胶 团体 系 中 的 表面 活性 剂 层 或 者 在 固定 化 酶 中 的 固定 化 介质 区 (如 图 10-9 所 示 )。 


图 10-9 生物 催化 剂 在 介质 中 的 存在 模型 
A 游离 生物 催化 剂 ;B 聚合 物 固定 化 生物 催化 剂 ;C 固定 于 反 向 胶 团 中 的 生物 催化 剂 
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当 反 应 物 易于 由 主体 相 (连续 相 ) 进 入 界面 相 ,同时 /或 产物 易于 由 界面 相 进 入 主体 相 时 ,体系 
具有 较 高 的 传 质 速率 ,此 时 整个 反应 具有 较 高 的 速率 。 从 各 组 分 的 极 性 考虑 ,应 满足 以 下 条 件 : 
|]gP; - IgP, | Be)», | IgPan - IgP. | BEX; 
aX | IgP; -lgP, | BEX, | lgPan - IgP, | BE). 
其 中 lgPi ,lgP。 分 别 为 界面 相 和 连续 相 的 极 性 常数 ,ljgP. ,lgP, 分 别 为 底 物 和 产物 的 极 性 常数 。 有 
两 种 特别 的 情况 需 慎 重 考虑 :(1) 当 反 应 存在 底 物 抑制 时 ,应 适当 控制 llgP; -leP,| ,避免 过 量 底 物 
聚集 在 酶 周围 ,产生 抑制 ;(2) 当 产 物 极 性 大 于 底 物 时 ,应 考虑 利用 反应 -分 离 耦合 的 方法 ,如 进行 
连续 沉淀 或 其 他 方法 ;及 时 去 除 产物 ,以 利于 反应 的 进一步 进行 。 

在 进行 溶剂 选择 和 优化 时 ,三 个 特殊 的 操作 因素 值得 考虑 : 

(1) 当 底 物 具 有 中 等 极 性 时 ,利用 lgP 为 2~4 的 中 等 极 性 溶剂 作为 反应 介质 可 达到 较 高 的 反 
应 速率 ,但 在 中 等 极 性 的 溶剂 中 , 酶 较 易 失 活 ; 

(2) 在 近 无 水 反应 介质 中 ,用 D0 代替 HO 利于 稳定 酶 的 构象 ; 

(3) 利用 可 以 紧密 结合 水 的 载体 对 酶 进行 固定 化 ,可 以 避免 溶剂 对 酶 结合 水 层 的 扰动 ,此 时 利 
用 lgP<4 的 溶剂 同样 可 以 获得 高 酶 活 和 高 酶 稳定 性 。 例 如 ,将 嗜 热 菌 蛋白 酶 吸附 在 亲 水 的 多 孔 玻 
璃 珠 或 吸附 树脂 Amberlite 上 催化 肽 合成 反应 时 ,在 极 性 的 乙酸 乙 酯 (lg 已 =0.68) 中 同样 可 达到 很 理 
想 的 转化 率 。 

10.2.2.4 溶剂 性 质 对 酶 选择 性 的 影响 

酶 区 别 于 化 学 催化 剂 的 最 显著 特点 之 一 就 是 其 催化 作用 具有 高 度 的 选择 性 ,或 称 专 一 性 ,包括 
底 物 专 一 性 反应 专 一 性 和 立体 专 一 性 。 将 酶 识别 对 映 体 \ 对 映 面 以 及 与 前 手 性 中 心 相连 的 相同 功 
能 团 的 能 力 称 为 对 映 体 选 择 性 ,区 别 同一 分 子 上 的 相同 功能 团 的 能 力 称 为 区 域 选 择 性 ;对 具有 不 同 
化 学 性 质 的 分 子 的 选择 性 称 为 反应 专 一 性 。 酶 在 有 机 溶剂 中 刚性 的 增强 ,使 之 具有 在 水 溶液 中 所 
不 可 比拟 的 优越 性 :良好 的 对 映 体 选 择 性 或 区 域 选择 性 。 针 对 溶剂 性 质 影 响 酶 的 选择 性 这 一 现象 ， 
Klibanov 首先 提出 可 以 借助 介质 工程 来 实现 对 酶 选择 性 的 修饰 。 他 们 在 研究 中 发 现 , 当 N-=- 乙 酰 - 
丙 氨 酸 氯 乙 酯 水 解 酶 从 水 相 转移 至 丁 醚 中 时 ,选择 性 会 大 大 降低 ,并 进一步 证 实 ,枯草 杆 菌 和 蛋白酶 
在 有 机 介质 中 可 以 催化 D -氨基 酸 进行 肽 合成 反应 , 且 该 酶 在 催化 N -乙酰 - 丙 氨 酸 氯 乙 酯 与 丙 醇 
的 转 酰基 反应 中 ,其 选择 性 表现 出 很 强 的 溶剂 依赖 性 。 

酶 的 前 手 性 选择 性 同样 受到 溶剂 性 质 的 极 大 影响 。 针 对 这 些 研 究 结果 ,研究 者 们 提出 了 各 种 
模型 对 之 进行 解释 ,其 中 包括 "活性 中 心 水 分 子 置换 "模型 ,立体 选择 性 ”模型 和 ”* 非 立体 选择 性 ` 模 
型 等 。 事 实 上 ,到 目前 为 止 ,所 有 这 些 研 究 都 是 针对 特定 的 酶 \. 底 物 和 特定 体系 进行 的 , 尚 不 足以 总 
结 出 普遍 适用 的 规律 。 因 而 ,利用 酶 在 不 同 有 机 溶剂 中 的 X- 射 线 结 晶 学 研究 , 辅 之 以 计算 机 模型 
化 方法 对 与 酶 活力 和 对 映 体 选 择 性 的 关系 进行 研究 ,实现 具有 普遍 意义 的 酶 反应 选择 性 的 预测 与 
控制 将 成 为 可 能 。 

10.2.2.5 介质 工程 展望 

所 谓 介质 工程 , 即 通过 对 催化 剂 微 环境 的 修饰 或 向 体系 中 增加 添加 物 ,引入 固体 基质 或 改变 液 
相 介质 本 身 的 组 成 等 手段 ,提高 酶 的 催化 反应 性 和 稳定 性 ,从 而 达到 高 产 率 的 目的 。 

所 谓 辅 助 剂 (Additive) ,是 指 能 够 起 到 稳定 催化 剂 \ 协 助 其 提高 抵御 变性 作用 的 能 力 、 同 时 又 不 
会 对 酶 活力 产生 太 大 影响 的 化 合 物 。 如 前 所 述 DO 是 一 种 辅助 剂 ,在 较 高 浓度 下 可 以 有 效 稳 定 蛋 
白质 分 子 的 构象 。 但 D;0 价格 较 晶 贵 ,广泛 应 用 存在 一 定 的 困难 。 另 外 ,多 元 醇 也 是 一 类 很 好 的 
辅助 剂 ,如 甘油 、 乙 二 醇 、 糖 类 及 多 元 醇 聚 合 物 ,它们 除了 利于 维持 蛋白 质 分 子 的 天 然 结构 所 必需 的 
玻 水 相互 作用 外 ,还 对 蛋白 质 分 子 周 围 的 水 层 具 有 保护 和 促进 作用 。 然 而 ,这 些 辅助 剂 的 添加 也 会 
带 来 一 些 不 利 影响 ,如 引起 反应 介质 粘度 的 增 大 , 传 质 速率 降低 ,从 而 对 酶 反应 速率 产生 影响 。 无 
论 如何 , 将 辅助 剂 与 高 温 下 的 有 机 介质 酶 催化 过 程 结 合 起 来 , 仍 是 一 个 富有 生命 力 的 胃 新 研究 方 
向 。 
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总 之 ,在 有 机 介质 酶 催化 反应 中 ,溶剂 的 选择 是 一 个 重要 的 方面 。 最 佳 的 反应 介质 ,应 该 不 过 
分 扰动 酶 的 水 化 层 、 利 于 酶 的 稳定 性 ,同时 对 底 物 产物 具有 良好 的 溶解 性 和 匹配 特性 。 此 外 溶剂 
的 毒性 粘度 .成 本 和 回收 方法 以 及 产物 分 离 的 难 易 程度 也 是 应 用 研究 中 不 可 忽视 的 问题 。 


10.2.3 酶 的 选择 与 催化 剂 工 程 


10.2.3.1 有 机 介质 中 的 生物 催化 体系 

非 水 介质 中 的 生物 催化 越 来 越 得 到 了 广泛 的 应 用 ,特别 是 在 手 性 分 子 的 光学 拆 分 上 展示 出 极 
富 吸引 力 的 应 用 前 景 。 在 有 机 溶剂 中 生物 催化 剂 可 以 以 酶 、 细 胞 或 细胞 器 的 方式 进行 催化 。 利 用 
微生物 或 酶 进行 催化 反应 时 ,必须 考虑 其 商业 可 获得 性 和 成 本 。 以 完整 细胞 和 酶 制剂 进行 催化 各 
有 利弊 ,两 者 的 优 缺 点 比较 如 表 10- 5 所 示 。 


表 10-5 有 机 溶剂 中 细胞 与 酶 催化 体系 的 比较 


生物 转化 体系 优点 缺点 
成 本 低 , 体 系 中 存在 所 需要 反应 器 体积 校 大 
2A 的 辅 因子 存在 较 多 的 副 反应 
元 整 纲 胞 操作 复杂 ,使 用 共 深 剂 时 会 
使 膜 酶 受到 破坏 
装置 简单 ,操作 容易 成 本 高 
酶 制剂 对 特定 反应 具有 专 一 性 必要 时 需 添加 辅 因子 或 需 利 
能 较 好 地 耐 受 有 机 溶剂 用 辅 因子 循环 体系 


由 于 酶 制剂 在 有 机 溢 剂 酶 催化 体系 中 具有 明显 的 优势 ,因而 得 到 更 为 广泛 的 应 用 。 通 常 在 低 
水 溶剂 体系 中 , 酶 可 以 以 多 种 状态 催化 反应 进行 : 

(1) 酶 溶解 在 浓 的 底 物 中 进行 催化 ,如 以 50% 的 蔗糖 溶液 作为 底 物 制备 果糖 守 聚 糖 ; 

(2) 以 固体 酶 粉 悬浮 在 有 机 溶剂 中 ,是 有 机 介质 酶 催化 中 常用 的 一 种 形式 ; 

(3) 固体 酶 吸附 在 载体 颗粒 上 ; 

(4) 聚 乙 二 醇 修 饰 酶 ,以 溶解 状态 存在 于 芳香 族 碳 氢化 合 物 中 ; 

(S) 将 酶 包 埋 在 凝 胶 中 ，; 

(6) 固定 化 酶 悬浮 在 有 机 溢 剂 中 。 

其 中 (1) 和 (4) 是 两 种 较为 特殊 的 酶 形式 ,(1) 只 能 应 用 于 有 限 的 特殊 情况 下 , 而 酶 的 PEG 修饰 
已 有 较 多 的 研究 。(3)、(5) 和 (6) 为 三 种 固定 化 形式 的 酶 催化 体系 。(2) 即 直接 将 酶 粉 悬 浮 在 有 机 
溶剂 中 是 一 种 简便 易 行 的 操作 方式 。 由 于 酶 在 有 机 溶剂 中 的 溶解 度 很 低 , 故 反应 后 的 回收 变 得 非 
常 简单 。 但 游离 酶 粉 的 悬浮 催化 存在 其 致命 的 弱点 , 即 扩散 限制 和 水 化 粘 结 。 

10.2.3.2 ” 国 相 酶 催化 的 传 质问 题 

酶 在 有 机 溶剂 和 水 溶液 中 催化 反应 的 最 大 区 别 在 于 :在 有 机 溶剂 中 酶 催化 为 非 均 相反 应 。 固 
体 颗粒 酶 与 水 溶液 中 的 分 子 酶 相 比 存在 更 大 的 扩散 限制 。 在 悬浮 在 有 机 溶剂 中 的 颗粒 酶 催化 反应 
过 程 中 ,至 少 存在 两 种 障碍 是 底 物 扩散 所 必需 穿越 的 :(1) 在 反应 进行 之 前 , 底 物 必须 从 主体 溶剂 
相通 过 边界 层 扩散 到 酶 颗粒 的 表面 。 在 传统 的 非 均 相 反应 过 程 中 , 称 为 外 扩散 。(2) 底 物 在 含水 
和 盐 的 酶 颗粒 中 扩散 至 活性 中 心 位 点 , 称 为 内 扩散 。 通 过 剧烈 搅拌 可 以 克服 外 部 扩散 的 影响 ,但 不 
能 克服 内 部 扩散 。 提 高 底 物 在 溶剂 中 的 扩散 能 力也 是 提高 悬浮 酶 活力 的 一 个 方法 。 

利用 超 临界 流体 作为 反应 介质 会 明显 改善 固体 酶 反应 的 活力 。 所 谓 超 临 界 流体 是 指 超过 其 临 
界 温度 和 临界 压力 的 流体 ,其 物理 性 能 介 于 气 液 之 间 。 由 于 在 超 临 界 流体 中 底 物 具有 极 好 的 扩散 
性 能 ,区 服 外 部 传 质 阻 力 所 需 要 的 搅拌 频率 比 在 传统 有 机 溶剂 中 约 低 两 个 数量 级 。 由 于 超 临界 流 
体 的 扩散 性 能 介 于 气 液 之 间 , 故 底 物 在 其 中 的 传 质 速率 比 在 一 般 溶剂 中 高 得 多 ,从 而 大 大 提高 酶 催 
化 反应 的 速率 。 

前 已 述 及 , 酶 在 有 机 溶剂 中 的 催化 活力 与 其 水 化 程度 和 水 化 方式 密切 相关 。 有 微量 的 水 利于 
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酶 形成 具有 催化 活力 的 天 然 构 象 。 然 而 , 当 反 应 过 程 中 有 水 不 断 生成 ,或 环境 中 水 浓度 过 高 而 又 难 
以 控制 时 , 随 着 反应 的 进行 , 酶 粉 颗粒 吸附 过 量 的 水 ,彼此 粘 结 ,形成 较 大 的 酶 团 ,严重 时 会 形成 硬 
性 颗粒 , 传 质 阻 力 大 大 增加 ,以 致 反应 无 法 顺利 进行 。 固 定 化 是 克服 酶 粉 粘 结 的 一 个 有 效 措施 。 

10.2.3.3 酶 的 国定 化 与 催化 特性 

有 机 介质 酶 催化 体系 中 的 固定 化 酶 除了 具有 常见 的 优点 ,如 改善 酶 的 稳定 性 和 易 物 回收 外 ,还 
具有 特别 的 优势 :(1) 通过 选择 合适 的 载体 可 使 体系 中 的 水 进行 有 利 的 分 配 ;(2) 强制 酶 在 巨大 的 
载体 表面 上 进行 分 散 ,以 此 提高 底 物 分 子 对 酶 活性 位 点 的 可 接近 性 。Laane 等 对 固定 化 以 及 游离 哮 
AR SAM . 醇 脱 氢 酶 蘑菇 多 酚 氧 化 酶 、 羧 化 酶 和 脂肪 酶 在 有 机 溶剂 中 的 酶 活力 进行 了 对 比 实验 ， 
结果 表明 ,固定 化 酶 的 催化 行为 明显 优 于 游离 酶 。 

固定 化 载体 的 特性 对 反应 速率 有 很 大 影响 。Laane 认为 , 利用 亲 水 性 载体 有 利于 协助 酶 吸附 
“必需 水 ” ,对 反应 是 有 利 的 。 而 Reslow 等 的 研究 结果 表明 :对 胰 凝 乳 蛋白 酶 和 马 肝 醇 肿 氢 酶 来 说 ， 
下 水 性 载体 优 于 亲 水 性 载体 。 因 为 当 固定 于 朴 水 性 载体 上 时 , 酶 可 以 较 容 易 地 竞争 获得 其 “必需 
水 ” ,从 而 表现 出 高 活力 。 究 竟 何 种 性 质 的 载体 更 为 有 利 , 从 已 有 的 研究 结果 尚 不 足以 总 结 出 一 条 
普遍 适用 的 规律 。 有 一 点 值得 提出 的 是 :载体 的 选择 应 与 反应 体系 中 其 他 组 成 部 分 的 性 质 , 如 洲 
剂 . 底 物 和 产物 的 性 质 相 协调 和 匹配 。Atsuo 等 将 N.rmodochrous 细胞 包 埋 在 不 同性 质 的 凝 胶 中 催化 
胆固醇 脱氧 反应: 


3Jbeta- 


一 一 一 -一 一 一 一 一 一 一 一 全 


HO 


Nocardia rhodochrous 


Cholesterol 


0 


Choles tenone 


由 于 底 物 具 有 强 的 非 极 性 ,溶解 于 非 极 性 溶剂 中 

的 底 物 很 难 在 亲 水 性 凝 胶 中 进行 扩散 ,因而 当 细 胞 包 

埋 在 亲 水 性 凝 胶 中 时 ,由 于 扩散 限制 而 表现 出 很 低 的 “lo 
-催化 活力 。 当 包 埋 在 朴 水 性 的 氨基 甲酸 乙 酯 预 聚 体 
(PU- 3) 凝 胶 中 时 , 酶 表现 出 很 好 的 催化 活力 。 他 们 将 。 7 
极 性 不 同 的 PU - 3 与 PU - 6 以 一 定 比例 混合 ,制备 具 呈 
有 不 同 极 性 的 混合 凝 胶 , 对 酶 进行 包 埋 , 凝 胶 比 例 ,或 
凝 胶 极 性 与 酶 活力 的 关系 曲线 表明 ,该 酶 促 反应 在 朴 。 ，。 
水 性 凝 胶 作为 固定 化 载体 时 更 为 有 效 , 如 图 10 - 10 所 


AR o 0 


f ara i BO 75 100 


通常 ,固定 化 载体 的 选择 可 遵循 两 条 原则 :(1) th a i 
调 水 分 在 体系 中 的 分 配 ,形成 最 有 利于 酶 活性 构象 的 
分 配 模式 。(2) 减少 底 物 和 产物 的 扩散 障碍 ,在 无 底 B10 10 CER EB ie Nee 


; 细胞 催化 胆固醇 脱 氢 反应 的 影响 
物 抑 制 情况 下 , 底 物 应 易于 从 主体 相 扩散 到 载体 中 酶 PU - 3 7k HE BRS eS HR UK; 
分 子 周 围 ,产物 应 易于 进行 反方 回 扩 散 。 载 体 `\ 溶 剂 和 PU- 6 一 一 亲 水 性 预 聚 体 。 
底 物 /产物 极 性 之 间 的 选择 原则 在 本 章 10.2.2.3 PE anna Se 
进行 了 论述 。 


除了 载体 本 身 的 极 性 外 ,其 孔径 和 表面 修饰 对 酶 的 反应 速率 同样 有 很 大 影响 。Bosley 等 以 不 
同 孔 径 的 多 孔 玻 璃 对 Rhizomueor miehei 脂肪 酶 (R.m. Lipase) 进 行 吸附 ,在 近 无 水 溶剂 中 催化 酯 化 反 


ER 
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应 ,结果 表明 :只 有 当 载 体 孔径 >=35nm 时 酶 分 子 才能 进入 到 固定 化 载体 的 孔 内 。 尽 管 反应 底 物 的 


分 子 量 很 小 ,但 酶 要 实现 有 效 催化 ,载体 孔径 也 要 大 于 100nm。 另 外 , Bosley 的 研究 还 表明 ,尽管 脂 
肪 酶 可 以 很 容易 地 吸附 于 多 种 疏水 表面 上 ,但 当 载 体 表面 为 长 链 烷 基 所 修饰 时 ,固定 化 酶 具有 最 高 
催化 活力 ,而 葵 基 衍生 载体 吸附 酶 的 活力 较 低 。 另 外 ,载体 颗粒 直径 越 小 ,固定 化 酶 的 催化 效率 越 
高 ,但 过 于 细小 的 颗粒 会 给 操作 带 来 不 便 , 特 别 是 在 搅拌 缸 反 应 器 中 酶 的 回收 难度 加 大 。 此 外 ,应 
依据 固定 化 载体 的 机 械 性 能 来 选择 反应 的 操作 方式 ,如 质 硬 的 非 压 缩 性 颗粒 适宜 于 构建 填充 床 反 
应 器 ,而 较 软 的 弹性 颗粒 则 更 适合 于 在 搅拌 饶 中 进行 反应 。 

10.2.3.4 酶 的 化 学 修饰 

蛋白 质 分 子 通过 表面 与 天 然 或 化 学 合成 的 大 分 子 相 结合 而 得 到 修饰 ,修饰 后 蛋白 质 分 子 的 理 
化 性 能 发 生 改 变 , 生 物性 能 得 到 改善 。 通 常 ,化 学 修饰 过 程 不 引起 蛋白 质 分 子 构象 的 剧烈 变化 。 通 
过 修饰 可 以 改变 抗原 性 蛋白 质 分 子 的 免疫 反应 性 或 免疫 原 性 ,抑制 变 应 原 性 蛋 蝗 引 起 的 免疫 球 蛋 
白 E(I 度 ) 的 产生 ,也 可 以 使 酶 溶解 于 有 机 溶剂 中 ,从 而 更 有 效 地 发 挥 催化 作用 。 酶 分 子 通过 化 学 
修饰 后 可 提高 其 结构 的 稳定 性 ,并 使 之 催化 反应 的 选择 性 发 生 改 变 。 有 关 和 蛋白 质 修 饰 的 研究 列 于 
表 中 。 


表 10-6 修饰 蛋白 与 修饰 剂 


被 修 饰 
蛋白 类 型 被 修饰 蛋白 修饰 剂 
蛋白 质 凝血 因子 VIIL, 牛 血清 蛋白 ,血红 蛋白 ,IgGC, 胰岛 合成 聚合 物 : 
Ste eF 素 , 乳 铁 传递 蛋白 , c2- BREA, HMHAZA, IN 多 聚 工 -天 冬 氨 酸 及 其 衍生 物 , 聚 乙 二 醇 ， 
清 蛋 白 BRD - 赖 氨 酸 ,多 聚 工 - 赖 氢 酸 , 聚 顺 丁 
fis — IRAE Z, hii BERR), FEZ. Has BE , Oe SE 
WARM, LK BRM, WAAR  RSEFLE RD 
BS 白 酶 ,弹性 蛋白 酶 , c -(8-) 半 乳糖 甘 酶 , 8 - 多 糖 类 : 
糖苷 酶 ,8 MATAR ,.L_-CARM, AAARA 琼脂 糖 , 缩 甲 基 纤 维 素 葡 聚 糖 , 支 链 淀粉 
解 酶 , 链 激酶 , 超 氧化 物 歧 化 酶 , REA A, RR 
酶 , 尿 激 酶 
a -淀粉 酶 , 牛 血清 蛋白 ,过 氧化 氢 酶 ,鞭毛 蛋白 ， 脂肪 酸 : 
抗原 溶菌 酶 , 巨 球 蛋白 ,regweed 花粉 , 简 状 长 穗 牧草 乙酸 , 丙 酸 , 癸 酸 ,辛酸 ,月 桂 酸 , 棕 榈 酸 , 硬 


脂 酸 


在 修饰 过 程 中 ,不 同 的 修饰 剂 会 与 酶 分 子 上 不 同 的 基 团 进行 偶 联 , 导 致 酶 具有 不 同 的 活力 和 选 
择 性 。 例 如 ,Quming 等 对 酵母 脂肪 酶 进行 不 同 基 团 的 修饰 ,获得 的 修饰 酶 在 溶剂 中 具有 和 良好 的 溶 
解 性 , 且 催 化 酯 水 解 反应 的 选择 性 明显 改善 。 


表 10-7 不 同 基 团 修 饰 脂 肪 酶 的 活力 与 对 映 体 选 择 性 


修饰 剂 修饰 基 团 相对 活力 (和 ) 产物 光学 特性 
None / 100 13 R-(+) 
PLP - NH; 50 2.4 R-(+) 
DIT -S-S 96 1.7 R-(+) 
PGL Arg 70 5 R-(+) 
TNM Tyr 75 33 R-(+) 
DEP His 55 4.4 R-(+) 
TNM, NaS, 04 Tyr 41 37 R-(+) 
NEM Cys 75 1.5 R-(+) 
DZ Tyr 62 

Activated PEG - NH; 94 5 R-(+) 
GTA Cross - 81 1.3 R-(+) 

Linking 
DDNB Cross — 70 4.5 R-(+) 

Linking 


a: 修饰 酶 催化 ( + / - )- 2-(2,4-—RAR AE) ARB kw 
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pe mlG-«)U-e,)] Tit il 
In[(1-c)(1 + ee,)]’ ee + ee, 

在 酶 和 蛋白 质 分 子 的 化 学 修饰 研究 中 ,使 用 较 多 的 修饰 剂 为 聚 乙 二 醇 (PEG)。PEG AF PA 
有 亲 水 性 羟基 和 朴 水 长 链 , 其 两 性 性 质 使 之 特别 适用 于 酶 的 修饰 。PECG 的 亲 水 性 使 酶 的 修饰 可 以 
在 水 溶液 中 进行 ,而 其 疏水 性 使 修饰 酶 可 以 在 朴 水 环境 中 发 挥 催化 作用 。 通 常 ,以 单 甲 氧 基 聚 乙 二 
醇 ( 分 子 量 为 3000Da) 与 氰 尿 酰 氯 反应 ,后 者 三 个 氯 原子 中 的 两 个 为 PEG 所 取代 ,合成 2,4=( 对 甲 
氧 基 聚 乙 二 醇 )- 6- 氯 -s- 三 站 嗪 , 即 活 化 PEC, WAZA PEG,. 。 通 过 PEG, 分 子 中 所 含 的 一 个 氯 原 
子 与 蛋白 质 分 子 中 的 末端 氨基 或 赖 氨 酸 分 子 中 的 es -氨基 结合 ,生成 修饰 蛋白 分 子 。 大 多 数 蛋白 分 
FAY PEG 修饰 是 通过 活化 的 PEC, 来 进行 的 。 不 同 的 修饰 度 ( 即 蛋白 分 子 结合 PEC HALA HA 
基 总 数 的 比例 ) 对 酶 在 溶剂 中 的 溶解 度 、 催 化 活力 的 热 稳 定性 均 产 生 影 响 。K. Tankahashi 研究 了 
PEG 修饰 过 氧化 氢 酶 在 葵 和 水 溶液 中 的 催化 水 解 活力 ,结果 表明 : 随 修饰 程度 的 提高 , 酶 在 水 溶液 
中 的 活力 降低 ,而 在 葵 中 的 活力 提高 ;PEG 修饰 脂肪 酶 的 热 稳定 性 明显 提高 。 

修饰 酶 的 独特 优势 一 一 高 热 稳定 性 `\ 在 有 机 溶剂 中 的 优良 溶解 性 .良好 的 催化 能 力 与 选择 性 
一 一 都 表明 酶 的 化 学 修饰 是 一 项 具有 实际 应 用 价值 的 技术 。 


表 10-8 修饰 过 氧化 氢 酶 在 葵 中 的 溶解 度 


1 ti BE ( % ) 在 苯 中 的 溶解 度 (mg/mL) 
0 0.00 
21 0.14 
34 0.25 
46 0.64 


55 >2.00 


10.2.3.5 酶 的 结晶 纯化 与 蛋白 质 工 程 

迄今 为 止 ,在 有 机 溶剂 酶 催化 研究 中 ,大 多 是 使 用 商品 化 的 粗 酶 制剂 。 不 稳定 性 和 纯化 费用 晶 
贵 限 制 了 高 纯度 酶 的 使 用 。 粗 酶 制剂 容易 获得 ,价格 相对 低廉 ,同时 还 具有 较 好 的 操作 稳定 性 。 但 
综观 大 部 分 的 研究 结果 可 以 看 出 , 粗 酶 制剂 催化 反应 的 选择 性 通常 不 够 理想 。jJim Lalonde 认为 粗 
酶 制剂 中 存在 的 水 解 酶 是 导致 其 选择 性 降低 的 主要 原因 。 他 将 Candida Rugosa 脂肪 酶 (CRL) 经 离 
子 交 换 层 析 纯 化 的 活性 酶 组 分 在 2 - 甲 基 - 2,4 -成 二 醇 中 进行 结晶 ,得 到 有 三 条 电泳 区 带 的 酶 唱 
体 , 再 以 成 二 醛 交 联 ,最 终 获得 长 度 为 30pm ,厚度 为 2pm; 不 溶 于 水 和 有 机 溶剂 的 块 状 晶体 。 唱 体 
中 含有 50 色 的 孔道 ,这 些 孔 道 对 溶剂 . 底 物 和 产物 的 扩散 极为 有 利 。 该 晶体 称 之 为 交 联 酶 晶体 
(Cross-linked Enzyme Crystal, CLEC). %f CRL- CLECs 的 催化 特性 和 理化 性 能 研究 发 现 ,其 催化 酯 选 
择 性 水 解 拆 分 c -取代 羧 酸 及 仲 醇 的 选择 性 比 CRL 粗 酶 制剂 提高 了 3 ~ 50 倍 。 在 水 溶液 中 其 热 稳 
定性 由 纯化 CRL 的 不 到 5 小 时 提高 至 13 天 。 在 水 /水 互 溶 的 有 机 溶剂 混合 物 中 的 稳定 性 提高 300 
~3 000 倍 。Lalonde 认为 ,水 解 酶 的 去 除 , 即 酶 纯度 的 提高 显著 提高 了 CRL - CLECs 的 对 映 体 选 择 
性 ; 酶 的 结晶 和 交 联 使 之 具有 高 度 的 稳定 性 。 

固定 化 、 化 学 修饰 及 纯化 结晶 交 联 均 是 利用 工程 手段 改进 生物 催化 剂 的 催化 特性 和 稳定 性 的 
有 效 方法 。 而 Anold 则 利用 传统 的 蛋白 质 工程 方法 来 改变 酶 分 子 的 表面 性 质 ,并 以 此 改善 酶 在 有 
机 溶剂 中 的 性 能 。 在 研究 中 ,她 强调 增加 酶 构象 的 稳定 性 以 及 酶 表面 与 有 机 溶剂 相 匹 配 的 重要 性 。 
实验 证 明 ,以 此 为 原则 进行 非 水 介质 中 的 酶 分 子 设计 ,所 获得 的 工程 酶 活力 和 稳定 性 都 显著 提高 。 
例如 ,利用 遗传 学 手段 , Anold 将 枯草 杆菌 蛋白 酶 分 子 中 Asp248 改变 为 Asn, 以 减少 分 子 表面 电荷 ; 
将 Asn218 改变 为 Ser 以 促进 氢 键 的 形成 ,这 两 种 措施 分 别 使 酶 在 二 甲 基 甲 酰胺 中 的 催化 活力 提高 
40% 。 再 如 ,将 wa -水 解 蛋 白 酶 分 子 表面 的 极 性 基 团 用 非 极 性 基 团 取代 后 , 酶 的 稳定 性 显著 提高 。 


ee 
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10.3 “pH 记忆 ”与 “分 于 印迹 ”技术 


在 微 水 有 机 溶剂 酶 催化 体系 中 ,控制 反应 介质 的 pH 值 似 乎 是 不 可 能 的 。 虽 然 体 系 的 宏观 pH 
及 酶 分 子 必需 水 层 内 的 微观 pH 值 均 无 法 直 测 ,但 微 水 环境 pH 值 确 实 存 在 ,而 且 对 酶 活力 和 选择 
性 均 有 显著 影响 。 那 么 , 酶 分 子 微 环境 中 的 pH 值 究 竟 由 什么 来 决定 呢 ? Zake 和 Klibanov 将 猪 胰 脂 
肪 酶 溶解 于 具有 不 同 pH 值 的 缓冲 液 中 , 然后 在 冷 丙 酮 中 进行 沉淀 ,真空 干燥 ,从 而 使 酶 带 有 不 同 
的 初始 微 环 境 pH 值 , 然 后 用 于 催化 三 丁 酸 甘油 酯 的 水 解 。 结 果 发 现 酶 的 水 解 活 力 与 溶解 酶 的 组 
THR bp 了 值 有 很 大 关系 ,两 者 之 间 呈 钟 罩 形 曲线 。 从 而 验证 了 酶 具有 "记忆 ”pH 值 的 能 力 , 即 酶 的 离 
子 化 基 团 在 缓冲 液 中 所 获得 的 离子 化 状态 可 以 在 有 机 溶剂 中 得 以 保持 。 

与 “pH 值 记 忆 ” 特 性 相似 ,蛋白 质 分 子 还 具有 对 配 体 的 “记忆 ”功能 。 当 和 蛋白质 溶 于 高 浓度 配 体 
溶液 中 时 ,即使 两 者 之 间 仅 有 弱 结 合 能 力 , 但 借助 质量 作用 定律 , 仍 会 形成 大 量 的 弱 结合 复合 物 。 
冻 干 后 用 无 水 溶剂 洗 去 配 体 ,获得 的 蛋白 质 分 子 中 会 有 许多 由 配 体 结 合 时 留 下 的 “印迹 ” ,由 于 蛋白 
质 分 子 在 无 水 有 机 溶剂 中 具有 结构 刚性 ,这 些 “ 印 迹 ” 得 以 保持 ,由 此 方法 制备 的 和 蛋白质 称 为 "印迹 
蛋白 分 子 "。“ 印 迹 蛋 白 分子 " 在 无 水 介质 中 会 展现 出 对 原始 配 体 的 极 大 的 结合 容量 。 这 种 高 度 选 
择 性 结合 能 力 ,可 用 于 专 一 性 催化 、 分 离 纯 化 和 生物 传感器 。 

Lorenzo Braco 将 牛 血 清 蛋白 在 对 羟基 葵 甲 酸 中 洲 解 , 冻 王 后 获得 的 “印迹 蛋白 分 子 " 对 配 体 的 
结合 能 力 提高 了 9 倍 , 即 结合 达到 平衡 时 ,每 分 子 蛋白 质 可 结合 6.6 个 配 体 分 子 , 而 天 然 蛋 白质 则 
只 能 结合 0.7 个 配 体 分 子 。L -酒石酸 印迹 牛 血 清 蛋白 对 工 -酒石酸 的 结合 能 力 由 天 然 蛋白 质 的 
1.0+0.6 提 高 至 30.0+2.1 分 子 配 体 /分 子 蛋白 。 

Marrianne Stahl 利用 分 子 " 印 迹 ? 技 术 将 新 的 立体 专 一 性 引入 酶 分 子 中 。 他 将 胰 凝 乳 和 蛋白酶 与 
N -乙酰 -D - 色 氢 酸 共 沉淀 ,在 环 己 烷 中 该 沉淀 可 催化 N -乙酰 -D- 色 氨 酸 乙 酯 的 合成 , 酯 化 速率 达 
到 7.5nmol/mg 酶 * 小 时 。 该 酶 在 水 溶液 中 并 不 具有 合成 D -型 色 氢 酸 酯 的 能 力 , 当 酶 在 D - 配 体 溶 
液 中 进行 沉淀 时 为 酶 引入 了 新 的 特性 ,这 种 特性 在 多 次 重复 使 用 过 程 中 保持 不 变 。“ 印 迹 ” 胰 凝 乳 
蛋白 酶 催化 合成 的 N -乙酰 - D - 色 氨 酸 乙 酯 的 光学 纯度 达到 98 多 以 上 。 可 以 说 ,这 一 技术 为 新 型 
大工 催 化 剂 的 设计 提供 了 有 力 手 段 。 


10.4 反 向 胶 团 的 酶 学 研究 


所 谓 反 向 胶 团 酶 催化 体系 是 指 在 非 极 性 有 机 
溶剂 中 , 酶 分 子 溶解 在 由 表面 活性 剂 形成 的 含水 
反 向 胶 团 内 催化 底 物 的 转化 。 在 适宜 条 件 下 , 反 
向 胶 团 溶液 是 均 相 的 、 热 力学 稳定 的 透明 液体 。” 
早 在 1952 年 ,Hanahan 观察 到 卵 磷 脂 在 甲醇 和 二 乙 
醚 的 混合 溶剂 中 可 被 磷脂 酶 催化 水 解 。 此 后 ,Mis- 10 
iorowsk 和 Wells 进行 了 详细 的 研究 ,并 提出 在 有 机 
溶剂 中 可 形成 反 向 胶 团 。 至 1977 年 Marinek 首先 “ 
利用 表面 活性 剂 使 酶 溶解 有 机 溶剂 中 ,从 此 ,有 机 
溶剂 中 的 酶 学 研究 开始 了 突飞猛进 的 发 展 。 图 10-11 借助 表面 活性 剂 溶 解 于 有 机 溶剂 中 

至 1986 年 已 对 近 30 种 酶 在 反 向 胶 团 中 的 催 EER 
化 特性 进行 了 研究 。 大 多 数 的 研究 结果 证 明 : 包 覆 在 反 向 胶 团 中 的 酶 具有 水 溶液 中 所 没有 的 优良 
特性 ,如 良好 的 稳定 性 、 较 高 的 催化 活力 ,甚至 表现 出 “ 超 活力 ”(Super activity)。 
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10.4.1 反 向 胶 团 的 形成 与 酶 的 包 帮 


当 体系 中 水 和 有 机 溶剂 同时 存在 时 ,两 性 表面 活性 剂 分 子 会 形成 球状 或 椭 球 状 的 胶 束 ,其 大 小 
与 蛋白 质 分 子 相 近 ( 在 同一 数量 级 上 )。 当 体系 中 水 浓度 高 于 有 机 溶剂 时 ,形成 常规 胶 团 ;反之 , 则 
形成 反 向 胶 团 。 图 10 - 12 为 典型 的 相 图 。 

CTAB ( Cetyltrimethylammonium bromide ) 和 
AOT( Aerosol ST, Bi) Sodium bis(2 - ethylhexy] ) sul- 
fosuccinate) F= J [5] Be Al tk AP Re fe FY eS 
TEP. FAF FB BURR A BC aA AER EAL 
溶剂 , 如 碳 氢 化 合 物 一 一 辛 烷 、 共 ,长 链 醇 、 氧 
仿 `、 二 乙醚 或 混合 物 。 其 他 两 性 化 合 物 有 SDS, 
烷 基 化 PEC( 商 品名 Brij) ti .Triton AIK A OP 
磷脂 等 。 

胶 团 的 大 小 一 般 不 超过 几 个 纳米 。 由 阴 离 
子 表 面 活性 剂 所 形成 的 反 向 胶 团 的 大 小 均匀 ， 
且 与 表面 活性 剂 浓 度 无 关 。 而 阳离子 表面 活性 
剂 则 不 同 ,所 形成 的 胶 团 大 小 分 布 范围 宽 , 表 面 
活性 剂 浓 度 越 高 ,所 形成 的 大 胶 团 所 占 比例 越 
高 。 在 有 机 溶剂 中 , 反 向 胶 团 以 动态 存在 ,表面 
活性 剂 分 子 可 以 在 胶 团 与 主体 溶剂 中 快速 地 进 
行 互 换 ,其 在 胶 团 分 子 上 的 停留 时 间 约 为 10… 
秒 。 此 外 , 处 于 胶 团 上 的 表面 活性 剂 分 子 并 非 
静止 存在 , MEE, MAE WED 10-12 CTAB/ 水 /已 醇 体系 相 图 
风 中 的 羽毛 ”。 然 而 ,尽管 表面 活性 剂 分 子 有 很 (a) 常规 胶 团 ; (b) 反 向 胶 团 ;(e),(d) 中 介 相 
高 的 流动 性 ,但 反 向 胶 团 的 界面 却 能 保持 完好 ,并 不 为 周围 溶剂 分 子 所 穿 透 。 由 于 其 动态 特性 ,在 
有 机 洲 剂 中 反 向 胶 团体 系 是 很 容易 达到 平衡 。 例 如 ,AOT 在 烷烃 中 只 需 简 单 揪 动 就 可 自发 地 形成 
2 ie] BA ,所 形成 的 胶 团 溶 液 保 存 数 周 乃 至 数 月 而 不 会 发 生 任何 变化 。 建 立 包 履 于 反 向 胶 团 中 的 
酶 反应 体系 只 需 将 冻 干 的 酶 或 酶 的 水 溶液 加 到 含有 表面 活性 剂 的 有 机 溶剂 中 ,搅拌 或 振荡 , 酶 分 子 
便 自 发 包 覆 到 反 向 胶 团 之 中 。 

两 性 化 合 物 在 有 机 溶剂 中 所 形成 的 反 向 胶 团 为 蛋白 质 在 有 机 洲 剂 中 的 溶解 提供 了 良好 的 条 
件 。 和 蛋白 质 分 子 可 根据 其 自身 的 性 质 选 择 最 适宜 的 微 环 境 。 如 图 10-13 中 (a) 所 示 : 亲 水 性 蛋白 
质 分 子 可 以 完全 包 履 在 反 向 胶 团 核 心 的 水 溶液 环境 中 ,从 而 避免 与 有 机 溶剂 和 胶 团 界面 的 直接 接 
触 ;而 对 具有 表面 催化 活力 的 酶 ,如 脂肪 酶 ,可 以 与 反 向 胶 团 的 表面 层 相互 作 用 ,甚至 部 分 众人 (b); 
典型 的 膜 酶 (下 水 性 蛋白质 ) 则 直接 与 有 机 游 剂 接 触 (c)。 | 


图 10-13 反 向 胶 团 示意 图 
分 别 含有 (a) 亲 水 性 ,(b) 表 面 活性 及 (c) 玻 水 性 蛋白 质 。 
(1) 表面 活性 剂 分 子 的 极 性 头 ;(2) 表面 活性 剂 分 子 的 碳 氢 尾 ;(3) 反 离子 和 /或 水 分 子 ;(4) 蛋白 质 ( 酶 ) 分 子 。 
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10.4.2 反 向 胶 团 包 帮 酶 的 催化 特性 


包 覆 在 反 向 胶 团 中 的 酶 催化 反应 动力 学 符合 典型 的 Michaelis-Menten 方程 ,但 在 微观 非 均 相 体 
系 中 所 进行 的 酶 反应 动力 学 还 涉及 到 底 物 .抑制 剂 激活 剂 及 其 他 组 分 在 有 机 溶剂 和 胶 团 相 之 间 的 
扩散 与 分 配 。 另 外 , 当 使 用 无 机 表面 活性 剂 时 ,电荷 层 ( 双 电 层 ) 的 形成 会 引起 胶 团 内 局 部 pH 的 改 
变 (通常 为 1~2 个 p 了 单位 ) ,改变 程度 由 电荷 的 符号 及 表面 活性 剂 结合 水 的 量 来 决定 。 这 是 反 疝 
胶 团 酶 催化 中 pH 曲线 与 水 溶液 中 有 所 偏离 的 根本 原因 ,这 种 效应 与 固定 化 酶 催化 体系 中 pH 的 变 
化 情况 相似 。 

在 反 向 胶 团 酶 催化 体系 中 ,水 含量 是 影响 酶 的 催化 活力 和 稳定 性 的 重要 因素 。 对 反 向 胶 团 中 
的 c - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 、 胰 蛋白 酶 溶菌 酶 、 磷 脂 酶 、 醇 脱 氨 酶 焦 磷 酸 酶 、 胰 脂肪 酶 .过 氧化 物 酶 、 碱 性 
磷酸 化 酶 及 羟基 固 醇 脱氧 酶 等 催化 特性 的 研究 表明 : 酶 催化 活力 与 胶 团 的 结合 水 程度 密切 相关 。 
一 级 反应 速率 常数 与 水 的 摩尔 分 率 ([HO]X[Surfactant]) 和 表面 活性 剂 浓 度 均 呈 钟 罩 型 曲线 。 例 
如 ,G.Hedstrom 利用 脂肪 酶 在 AOT/ 异 辛 烷 反 向 胶 团 体系 中 催化 胆固醇 酯 的 合成 与 水 解 反 应 进行 了 
研究 ,结果 证 明 当 [ 卫 O]X[AOT] 的 摩尔 比 为 9 时 , 酶 促 反 应 具有 最 高 速率 。 

在 有 机 溶剂 中 的 反 向 胶 团 可 以 溶解 并 包 履 大 量 的 水 和 其 他 极 性 底 物 。 通 常 1 个 分 子 表面 活性 
剂 可 以 增 溶 几 十 个 化 合 物 分 子 。 水 的 存在 导致 了 水 结合 反 向 胶 团 的 产生 ,其 形状 和 大 小 均 与 在 低 
水 含量 体系 中 所 形成 的 反 向 胶 团 不 同 。 例 如 ,在 异 辛 烷 /AOT 反 向 胶 团 中 , 随 着 [ 亚 O0]/[AOT] 从 0 
提高 到 50, 胶 团 半径 从 1.7nm 增 大 至 12nm。 随 水 化 程度 的 提高 , 胶 团 的 不 对 称 性 的 降低 (由 椭 球 型 
变 成 近似 球形 )。 

胶 团 中 水 的 理化 性 质 与 主体 相 有 很 大 差异 ,包括 酸度 粘度 、 极 性 等 。 当 结合 水 程度 较 低 时 ,由 
AOT 形成 的 胶 团 中 水 的 粘度 约 为 主体 相 中 水 的 200 倍 , 其 极 性 与 氯仿 相当 。 随 水 化 程度 的 增加 ,这 
种 差异 越 来 越 不 明显 。 结 合 于 反 向 胶 团 中 的 水 的 独特 性 质 可 能 会 对 酶 催化 特性 及 活力 产生 较 大 影 
啊 。 

Martinek 和 Klyachko 在 研究 中 发 现 , 包 履 在 AOT/ 正 辛 烷 反 向 胶 团 中 的 o - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 一 级 
反应 速率 常数 天 。 仅 略 高 于 水 溶液 中 的 KK。 值 , 但 过 氧化 物 酶 则 表现 出 极 高 的 超 活力 (Super activi- 
ty)。 包 履 的 过 氧化 物 酶 活力 与 胶 团 中 表现 活性 剂 浓度 有 关 ,但 含有 不 同 浓度 表面 活性 剂 的 所 有 体 
系 均 具有 相同 的 最 大 速度 常数 K ,其 值 比 水 溶液 体系 中 高 100 倍 。 当 处 于 最 佳 水 结合 度 时 , 包 
覆 于 卵 磷 脂 /混合 溶剂 ( 正 辛 烷 / 甲 醇 /成 醇 为 27:1:2,wv) 反 向 胶 团 体系 中 的 酸性 磷酸 化 酶 活力 比 水 
中 高 200 倍 。 这 种 " 超 活力 ”现象 在 反 向 胶 团 酶 学 研究 中 引起 了 极 大 的 兴趣 。 

处 于 反 向 胶 团 中 酶 的 专 一 性 也 会 发 生 改 变 , 如 马 肝 醇 脱 氧 酶 可 催化 脂肪 酸 氧 化 产生 相应 的 脂 
肪 醛 : 


H(CH, ),OH+ NAD + H(CH, ),,CHO + NADH + H* 
在 水 溶液 中 , 酶 作用 的 最 适 底 物 为 辛 醇 。 当 酶 包 履 在 反 向 胶 团 中 后 ,其 作用 专 一 性 明显 改变 ,最 适 
底 物 为 了 醇 ,这 种 变化 可 能 是 由 于 体系 极 性 对 底 物 分 配 产生 影响 而 引起 的 。 玻 水 性 较 强 的 底 物 ( 辛 
醇 ) 更 易于 分 配 在 非 极 性 的 有 机 溶剂 中 ,从 而 在 酶 活性 中 心 周围 极 性 环境 中 的 底 物 浓度 降低 ,反应 
速率 减 慢 。 包 履 在 反 向 胶 团 中 的 猪 胰 脂 肪 酶 作用 底 物 专 一 性 也 与 水 溶液 中 有 明显 不 同 :在 底 物 的 
水 乳液 中 , 酶 对 任何 一 个 脂肪 酸 衍 生物 均 没有 特别 的 专 一 性 ,而 在 AOT/ 辛 烷 反 向 胶 团 中 ,其 催化 油 
酸 甘 油 酯 水 解 的 最 大 速率 比 三 丁 酸 甘 油 酯 快 15 倍 。 


10.4.3 反 向 胶 团 酶 学 的 应 用 


利用 反 回 胶 团 包罗 可 使 酶 "溶解 "在 非 极 性 的 有 机 溶剂 中 ,从 而 使 一 些 水 不 溶性 化 合 物 ,如 胆 固 
醇 、 前 列 腺 素 、 生 物 碱 \ 脂 类 、 脂 肪 等 都 可 以 作为 酶 催化 的 底 物 进行 转化 。 同 时 也 大 大 拓展 了 酶 在 有 
机 合成 方面 的 应 用 。 例 如 , Veeger 及 其 合作 者 成 功 地 利用 反 向 胶 团 包 覆 三 酶 体系 实现 了 孕 酮 的 本 
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促 还 原 。 Martinek 对 20 世纪 80 年 代 反 回 胶 团体 系 在 酶 催化 反应 中 的 应 用 作 了 归纳 ,如 表 所 示 : 
表 10-9 反 向 胶 团 体系 的 应 用 


应 用 领域 及 化 合 物 催化 剂 研究 者 
精细 有 机 合成 : 
1) 原理 Martinek et al. ，1977 
2) 水 不 溶化 合 物 的 转化 Martinek and Semenov，1981 
a) 链 烷 醇 iia Martinek et al. , 1981 
b) 孕 酮 (eal BF Abe Hilhorst et al. , 1983, Malakhova et al. , 1983 
c) 甘油 酯 Ba Morita et al. , 1984, Han and Rhee, 1985 
d) 亚 油 酸 脂 氧 化 酶 Luisi et al . ，1984 
e) 前 列 腺 素 类 前 列 腺 素 合 成 酶 Mevkh et al. ，1985 
3) 肽 合成 BES AS Luthi and Luisi, 1984 
临床 与 化 学 分 析 : 
4) 生物 发 光 分 析 BK BIER BS Belyaeva et al. , 1983, Klyachko et al., 1987 
5) 水 不 溶化 合 物 的 检测 D -氨基 酸 氧 化 酶 Kurganov et al. , 1985 
AB Aes 
6) 酶 联 免疫 分 析 过 氧化 物 酶 Exjomin et al. ，1986 
能 量 与 物质 的 生物 转化 : 
7) 水 的 生物 光 解 氢化 酶 Hilhorst et al. , 1982 
8) 纤维 素 水 解 为 葡萄 糖 YER USSR patent, 1984 
医药 : 
9) 生物 体 中 的 药物 载体 纳米 微 囊 化 的 酶 Speiser，1984 
10) 外 用 药物 胶原 酶 及 蛋白 酶 USSR patent，1984 
蛋白 质 化 学 : 
11) 超 离 心 测定 蛋白 质 的 分 子 量 及 有 效 体积 Levashov et al., 1981, 1982 
12) 利用 水 不 溶化 合 物 对 蛋白 质 的 共 价 修饰 Levashov et al., 1984, Klibanov et al. ，1985 
13) 蛋白 质 的 选择 性 抽 提 和 分 离 Goklen and Hatton, 1985 
其 他 : 
14) 结晶 酶 学 Douzou，1980 
15) 分 离 技术 Armstrong，1985 


在 传统 的 水 溶液 体系 中 ,由 于 大 部 分 底 物 处 于 离子 化 状态 或 高 度 水 化 状态 ,因而 水 解 反应 占据 
优势 。 对 生成 水 的 聚合 反应 ,如 糖 和 氢 基 酸 聚 合 分 别 生成 寡 聚 糖 和 肽 、. 脱 所 和 酯 化 反应 ,通过 降低 
介质 中 的 水 含量 ,可 使 反应 的 平衡 点 发 生 转 移 , 提 高 聚合 反应 产物 的 得 率 。 反 向 胶 团 酶 催化 体系 可 
以 有 效 地 实现 这 一 目的 。Martinek 利用 醇 脱 氢 酶 在 反 向 胶 团 中 催化 异 丁 醇 氧 化 成 相应 的 醛 , 反 应 
的 平衡 常数 比 水 溶液 中 提高 10 倍 。 

反 向 胶 团体 系 的 出 现 ,使 酶 分 析 方法 在 理论 和 应 用 上 都 得 到 了 很 大 发 展 。 首 先 , 酶 法 检测 非 水 
溶性 化 合 物 得 以 实现 ;其 次 ,由 于 包 履 在 反 向 胶 团 中 的 酶 具有 更 高 的 催化 活力 和 稳定 性 ,从 而 使 分 
析 方 法 更 为 灵敏 和 可 靠 。 如 ,利用 荧光 素 酶 可 检测 低 浓 度 ATP 的 存在 : 


ATP + O, it 氧化 荧光 素 + CO, + AMP + BER + IE 

LZ TE Brij96/ 辛 烷 / 水 体系 中 ， 可 检测 的 ATP 最 低 浓 度 达 到 10°" mol/L. 

反 向 胶 团 在 医药 领域 同样 引起 人 们 的 极 大 兴趣 。 例 如 ,在 胶 团 体系 中 可 将 蛋白 质 药物 分 子 用 
不 溶 于 水 的 化 合 物 进 行 化 学 修饰 ,制备 与 生物 膜 有 较 强 相互 作用 的 朴 水 性 和 蛋白质, 从 而 产生 办 新 的 
医疗 特性 ;将 药物 包 帮 在 胶 团 中 ,可 以 建立 药物 体内 运输 的 新 方式 。 此 外 , 含 酶 的 纤 微米 颗粒 或 纤 
微米 胶 团 通常 具有 很 好 的 热 稳定 性 ,如 Martinek 成 功 地 制备 出 半径 小 于 几 十 纤 微 米 的 反 向 胶 团 , 包 
覆 其 中 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 可 在 80°C ~ 90 拭 保持 催化 活力 。 

著名 的 膜 研究 专家 了 .Maddy 曾 指出 :“ 和 蛋白 质 研 究 必 须 在 水 溶液 介质 中 进行 的 观念 并 不 是 来 
源 于 和 蛋白质 本 身 固 有 的 特性 ,而 是 由 于 技术 的 限制 ,人 为 地 将 其 局 限 在 了 水 溶液 之 中 。 反 向 胶 团 酶 
学 在 过 去 的 若干 年 中 无 论 在 基础 研究 还 是 应 用 研究 上 都 已 取得 了 引 人 注 目的 进展 。 
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10.5 水 -有 机 溶剂 两 相 体 系 


10.5.1 两 相 体系 的 特点 与 构成 


Antonini 和 Lilly 工作 小 组 分 别 于 1973 年 和 1975 年 将 两 相 体系 应 用 到 生物 催化 反应 中 ,从 而 对 
精细 有 机 合成 的 发 展 起 到 了 极 大 的 促进 作用 。 开 始 ,使 用 两 相 体系 的 目的 在 于 实现 高 浓度 水 不 浴 
性 底 物 ,如 胆固醇 的 生物 转化 ,后 来 以 内 ibanorv 为 首 的 莫斯科 小 组 利用 两 相 体 系 作 为 反应 介质 成 功 
地 进行 了 有 机 合成 反应 ,如 酯 和 肽 的 合成 。Martinek 对 单 底 物 和 双 底 物 反应 中 两 相 比 对 反应 平衡 
常数 的 影响 作 了 数学 描述 : 

两 相 体系 中 ,反应 物 的 产物 在 两 相间 进行 分 配 : 


Kw 
A ena tee B 
Water 
re Tt: ra 
a oe Organic Solvent 
Korg 
aes [有 je pax au 3B ie 
其 中 K,, K,, 7A a Pat PE as BL, Py = , Py 
OT ag 
cal 
全 1+ P, V 
当 反应 达到 平衡 时 ,整体 平衡 常数 : Kuase = 
了 1 + Py a 


应 产 率 与 相 比 的 关系 如 图 : 对 单 底 物 反应 , 产 率 和 相 体积 比 之 间 为 单 增 变 化 ,存在 极限 值 : 
了 z 

而 双 底 物 反 应 在 最 佳 相 比 时 , 产 率 达 到 最 大 值 。 

在 两 相 体系 中 ,有 机 溶剂 的 选择 至 关 重 要 。 浴 剂 选择 应 满足 以 下 要 求 : 不 引起 酶 变性 失 活 ; 酶 
具有 较 高 的 催化 活力 ; 底 物 和 产物 在 两 相间 具有 最 佳 分 配 系数 ,减少 抑制 作用 ,达到 最 高 反应 速率 。 
最 佳 溶剂 的 选择 是 一 个 非常 复杂 的 问题 ,针对 特定 体系 有 特定 的 选择 。 

常规 的 两 相 体系 是 由 水 和 水 不 互 溶 的 有 机 溶剂 所 构成 ,而 Kulas 和 Mattiasson 则 提出 水 溶液 两 
相 体系 。 当 两 种 性 质 上 不 相 容 的 水 溶性 聚合 物 ,如 PEG 和 dextran, 以 合适 的 浓度 共存 于 水 中 时 ,会 
形成 不 相 容 的 两 相 。 由 于 两 水 相间 的 表面 张力 与 水 /有 机 溶剂 体系 相 比 低 得 多 ,因而 可 获得 很 大 的 
界面 积 ,使 反应 速率 得 到 提高 。 这 是 一 种 特殊 的 两 相 酶 催化 体系 。 


10.5.2 固定 化 催化 剂 在 两 相 体系 中 的 应 用 


在 水 /有 机 溶剂 /固定 化 酶 体系 中 ,固定 化 过 程 可 通过 保护 酶 不 受 有 机 溶剂 的 变性 作用 而 提高 
其 稳定 性 ,载体 的 类 型 和 特性 对 酶 活力 和 稳定 性 极其 重要 ,如 当 催化 剂 包 埋 在 天 然 或 合成 的 凝 胶 中 
时 , 胶 的 亲 水 - 朴 水 平衡 便 是 一 个 重要 的 影响 因素 。 此 外 ,载体 性 质 和 溶剂 极 性 对 底 物 和 产物 在 固 
定 化 酶 与 溶液 主体 之 间 的 分 配 起 着 决定 性 作用 。 

上 述 体系 实际 是 一 个 有 水 \ 有 机 溶剂 和 固定 化 酶 所 构成 的 多 相 体系 , Lily 和 Woodley 对 这 一 复 
杂 的 体系 进行 了 详细 描述 。 他 们 将 两 相 和 三 相 体系 划分 为 五 种 不 同 的 类 型 ,如 图 10- 14 所 示 。 
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图 10- 14 水 有 机 溶剂 和 固定 化 酶 构成 的 多 相 体系 


Al1: 有 机 溶剂 分 散在 含 可 溶性 酶 的 水 溶液 中 ; 

A2: 可 溶性 酶 溶 于 水 相 , 而 后 分 散在 有 机 溶剂 中 ; 

Bl: 固定 化 酶 和 有 机 溶剂 分 散在 水 中 ; 

B2: 固定 化 酶 和 水 分 散在 有 机 溶剂 中 ; 

C3: 仅 有 薄 层 水 吸附 在 固定 化 酶 周围 ,分 散在 有 机 溢 剂 中 


Al 和 Bl 体系 中 的 水 为 连续 相 ,A2、B2 和 C3 AAPA PLT AEE. Al 和 A2 体系 适合 于 
在 搅拌 缸 反 应 器 中 进行 反应 。 在 搅拌 负 中 ,反应 速率 与 搅拌 程度 及 两 相 体积 比 有 关 。 在 分 散 相 中 
底 物 浓度 与 其 粘度 有 关 , 从 而 对 反应 速率 产生 影响 。B1、B2 和 C3 体系 中 使 用 固定 化 催化 剂 ,反应 
吉 的 形式 可 采用 搅拌 饶 ` 流 化 床 或 固定 床 等 不 同方 式 。B1 和 B2 中 由 于 存在 分 散 的 水 相 , 不 仅 存在 
相间 传 质 ,而 且 催 化 剂 颗 粒 的 内 外 扩散 也 构成 限 速 步骤 。 相 对 而 言 , C3 中 无 分 散 水 相 , 更 易于 操 
作 。 随 颗粒 表面 吸附 的 水 层 越 薄 , 传 质 阻力 越 低 。 利 用 游离 酶 时 ,水 与 有 机 溶剂 之 间 应 能 够 得 到 充 
分 乳化 以 提供 足够 的 接触 表面 ,减少 传 质 阻 力 。 


10.5.3 两 相 体系 的 应 用 


两 相 体系 作为 有 机 溶剂 酶 催化 的 一 种 形式 ,广泛 应 用 于 非 水 溶性 底 物 的 转化 。 例 如 Furmhasin 
等 利用 固定 化 或 游离 细胞 在 两 相 体 系 中 实现 了 烷烃 的 环 氧化 反应 。 烷 烃 环 氧化 物 的 制备 有 两 条 主 


要 途径 , 即 氯 乙 酸 法 和 过 氧化 氢 法 。 这 两 


种 方法 成 本 高 、 能 耗 大 \ 存 在 副 产 物 的 处 个 


化 被 认为 是 一 个 可 能 的 取代 途径 。 烷 烃 。 反 向 胶 团 $e Bye 
在 适宜 有 机 溶剂 中 的 溶解 度 比 水 中 高 得 

多 ,从 而 在 溶剂 相 中 可 达到 较 高 的 底 物 浓 和 

度 ,降低 水 相 中 底 物 和 产物 的 抑制 作用 。 KA | | e 

Neidleman AIHA HEARST wen, | IME TE Lai 
物 的 合成 ; Schwartz 和 McCoy 在 Pseudo- 图 10- 15 “ 非 水 介质 酶 催化 体系 构成 示意 图 


monas Oleovorans 发 酵 液 中 加 入 20% (v/v) 
环 已 烷 ,将 1,7 - 辛 二 烯 转化 为 环 氧 辛 烯 和 二 环 氧 辛 烷 , 反 应 转化 率 可 达到 90% 以 上 。 利 用 两 相 体 
系 ,95% 的 单 环 氧 辛 烯 可 被 抽 提 到 有 机 相 中 ,从 而 有 效 降低 了 产物 的 抑制 作用 ,反应 转化 率 得 以 提 
高 。 

至 此 ， oo 种 常见 酶 催化 反应 体系 -无 水 ( 微 水 ) 有 机 溶剂 体系 \ 反 上 疝 
胶 团 体系 及 两 相 体系 分 别 进行 了 论述 。 三 种 体系 在 构成 上 有 显著 不 同 ,因而 酶 催化 行为 也 各 不 相 
同 。 
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表 10=10 有 机 介质 体系 中 酶 催化 行为 的 比较 


i 无 
参数 adda tts, dn 
酶 活力 高 低 低 
酶 负载 量 低 高 高 
产 率 高 低 低 
产物 回收 难 容易 一 般 
酶 重复 利用 难 可 能 难 
连续 操作 难 可 能 可 能 


在 反 向 胶 团 体系 中 酶 具有 良好 的 分 散 状态 和 微 环 境 , 故 表现 出 很 高 的 催化 活力 。 但 由 于 反 向 
胶 团 中 酶 的 负载 量 有 限 , 从 而 无 法 达到 理想 的 产物 终 浓度 ,而且 利 用 反 向 胶 团 体系 进行 连续 催化 和 
酶 的 重复 使 用 都 存在 困难 ,其 应 用 受到 一 定 的 限制 。 在 双 相 体系 中 , 酶 活力 受 有 机 溶剂 性 质 的 影 
响 ;* 这 种 影响 主要 来 自 于 底 物 和 产物 在 两 相 之 间 的 分 配 作 用 。 从 理论 上 说 ,在 水 /有 机 溶剂 两 相 体 
系 中 进行 生物 催化 时 ,产物 的 得 率 会 高 于 任何 一 单 相 体 系 。 两 相 体系 的 最 大 缺点 是 体系 中 水 的 大 
量 存在 不 利于 产物 的 分 离 ,使 操作 成 本 提高 。 相 比 而 言 ,有 机 溶剂 酶 催化 体系 在 操作 上 具有 较为 显 
著 的 优势 。 


10.6 非 水 介质 酶 催化 反应 在 有 机 合成 中 的 应 用 


在 水 溶液 中 5 酶 分 子 中 的 玻 水 氨基 酸 有 避 开 水 而 隐藏 于 分 子 内 部 的 趋势 ,从 而 引起 分 子 折 肢 。 
当 周 围 环 境 中 的 水 为 非 极 性 溶剂 所 替代 时 , 酶 分 子 内 的 玻 水 基 团 分 散 ,导致 三 级 结构 的 重 排 。 这 意 
味 着 酶 分 子 构象 在 极端 条 件 下 会 发 生 剧 烈 改变 。 酶 分 子 的 非 极 性 口袋 "由 内 向 外 翻转 ,其 催化 行 
为 或 空间 结构 似乎 与 水 中 有 所 不 同 ,因而 研究 者 推测 在 非 水 介质 中 其 立体 选择 性 会 有 所 改变 。 近 
年 来 的 研究 结果 越 来 越 证 明了 人 们 所 预期 的 结果 : 即 在 非 水 介质 中 酶 常常 会 有 高 度 的 选择 性 ,包括 
立体 选择 性 、 对 映 体 选 择 性 .区域 选择 性 和 化 学 选择 性 。 这 为 非 水 介质 酶 催化 在 有 机 合成 领域 开辟 
了 极 有 意义 的 新 天 地 。 迄 今 为 止 ,已 有 以 脂肪 酶 、 蛋 白 酶 为 典型 代表 的 多 种 酶 用 于 非 水 介质 中 催化 
酯 化 \ 酯 交换 、 肽 合成 和 大 环 内 酯 合成 等 多 种 反应 ,特别 在 前 手 性 化 合 物 的 不 对 称 合成 ,对 映 体 的 选 
择 性 拆 分 等 方面 获得 了 诸多 有 意义 的 结果 。 


10.6.1 脂肪 酶 及 其 对 映 体 选 择 性 催化 原理 


在 非 水 介质 酶 选择 性 催化 研究 中 ,脂肪 酶 (甘油 三 酯 酰基 水 解 酶 ,EC3.1.1.3) 催 化 反应 的 对 映 
体 选 择 性 引起 子 特别 的 重视 。 在 非 水 介质 中 ,脂肪 酶 具有 以 下 特点 :(1) 在 非 极 性 溶剂 中 特别 稳 
定 ;(2) 对 大 小 ` 构 象 及 立体 化 学 结构 不 同 的 多 种 底 物 具有 催化 活力 ,(3) 在 非 极 性 溶剂 中 催化 酯 化 
反应 的 对 映 体 选 择 性 比 常规 水 解 反 应 要 高 。 脂 肪 酶 可 催化 的 底 物 范围 很 广 ,这 说 明 蛋 白骨 架 富 有 
极 好 的 柔韧 性 ,从 而 可 容纳 许多 大 小 不 同 、 构 象 各 异 的 底 物 分 子 。 目前 , 约 有 20 种 不 同 来 源 的 脂肪 
酶 以 商业 化 产品 出 现 , 对 五 种 酶 进行 了 X- 射 线 结构 分 析 ,包括 Rhizomucor miehei fi VRE (RML) A 
Walls i BS, Pseudomonas glumaee 脂肪 酶 (PCL)、 角 质 化 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 。 结 果 表 明 ; 这 些 酶 均 为 
Ser 酯 酶 ,蛋白 链 中 含有 a/8 水 解 酶 的 典型 折叠 结构 , 即 大 部 分 平行 的 8 -片段 围绕 在 o -螺旋 核心 
的 周围 。 活 性 中 心 Ser 周围 具 有 共同 的 五 氨基 酸 序列 :Cly-X-Ser-X- Cly。 这 种 折 丢 结构 使 得 所 
有 的 脂肪 酶 催化 中 心 的 三 个 氨基 酸 一 一 Ser, His, Glu/Asp 一 一 具有 相同 的 排列 方式 :Ser 处 于 8 - 片 
断 与 a -螺旋 之 间 的 发 夹 结构 弯 角 处 ,其 他 两 个 氨基 酸 His 和 Glu/Asp 位 于 Ser 的 一 侧 , 形 成 的 氧 离 
于 空洞 位 于 Ser 的 另 一 侧 , 从 而 构成 了 所 有 脂肪 酶 的 共同 催化 机 制 :在 水 溶液 中 ,一 个 “盖子 " 覆 凌 
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在 活性 中 心 位 点 上 , 当 脂 类 或 有 机 溶剂 存在 时 盖子" 打开 ,暴露 出 活性 中 心 ,催化 底 物 进行 转化 。 
表 10-11 有 机 介质 中 有 代表 性 的 酶 催化 反应 


催化 剂 溶剂 催化 反应 
脂肪 酶 ( 粗 提 物 ) 非 极 性 溶剂 酯 合成 , 酯 交换 、 肽 合成 ,大 环 内 酯 合成 
蛋白 酶 ( 嗜 热 菌 蛋 白 酶 ,枯草 杆菌 蛋 乙酸 乙 酯 KAR 
白 酶 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ) 戊 醇 
固定 化 酶 (羧基 酯 酶 ) FA EA Bs 对 映 体 选 择 性 酰 化 外 消 旋 醇 
固定 化 醇 脱 氢 酶 FAR 酮 类 底 物 的 不 对 称 还 原 
固定 化 多 酚 氧 化 酶 Ati Br Ate Amery 
[Bl E14 ra Bb A Hs 乙酸 乙 酯 光学 活性 R BEA 
胆固醇 氧化 酶 庚 烷 ,四 氧化 碳 
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旨 肪 酶 具有 很 宽 的 作用 底 物 范围 , 且 在 适宜 条 件 下 对 大 量 的 手 性 分 子 具 有 高 度 的 对 映 体 选 择 
性 ,因而 脂肪 酶 被 有 机 化 学 家 广泛 应 用 于 光学 纯化 合 物 的 制备 中 ,包括 选择 性 水 解 、 酯 化 或 转 酯 制 
备 药物 前 体 、 农 用 化 学 品 或 其 他 合成 材料 。 


表 10-12 商品 化 脂肪 酶 及 其 来 源 


酶 源 厂商 酶 源 厂商 
Alcaligenes sp. Amano Porcine pancreas Sigma, Amano 
Achromobacter sp . Meito Sangyo Pseudomonas geruginosa Amano 
Aspergillus. niger Amano Pseudomonas fluorescens Amano 
Bacillus subtilis Towa Koso pseudomonas sp. Sigma, 
Boehringer-Mannheim 
Sigma, Amano, Rhizopus arrhizus Boehringer-Mannheim 
Candida cylindracea Meito Sangyo 
Boehringer-Mannheim 
Candida lipolytica Amano Rhizopus delemar Sigma, Amano 
Chromobacterium viscosum Sigma, Toyo Jozo Rhizopus Ttanabe Seiyaku 
Geotrichum candidum Sigma, Amano Rhizopus japonicus amano, Nagase, 
; Sangyo 
i TyZae Amano 
Humicola lanuginosa Amano i pews 
Mucor miehei Amano, Novo “tin _ Si : 
Penicillium camemberli Phone-Poulenc Saget am 
Phycomyces nitens Takeda Yakuhin 


迄今 ,对 脂肪 酶 对 映 体 识 别 机 制 的 了 解 仅 限于 通过 对 其 作用 底 物 的 共同 特征 来 获得 经 验 性 规 

律 。 如 ,经 过 对 催化 酯 水 解 或 酯 合成 反应 的 对 映 体 选 择 性 进行 总 结 归 纳 ,发 现 脂肪 酶 的 选择 性 遵循 

以 下 规律 :与 体积 相似 的 其 他 醇 相 比 ,脂肪 酶 催化 仲 醇 的 反应 速率 较 快 ,对 具有 两 个 不 同 大 小 取代 

基 的 仲 醇 可 进行 有 效 拆 分 。 虽 然 各 种 酶 对 不 同 醇 的 对 映 体 选 择 性 程度 有 所 不 同 ,但 所 有 脂肪 酶 和 

才 酶 对 仲 醇 都 具有 相同 的 偏爱 空间 结构 。 这 一 经 验 性 结论 为 新 的 脂肪 酶 催化 反应 中 预测 酶 偏爱 的 
仲 醇 对 映 体 提 供 了 方向 。 


10.6.2 ”对 映 体 选 择 性 拆 分 


在 有 机 溶剂 中 ,借助 脂肪 酶 催化 酰基 转移 反应 可 实现 消 旋 酸 或 消 旋 醇 的 光学 拆 分 。 所 催化 的 
转 酰基 反应 可 以 是 酯 化 ,也 可 以 是 转 酯 。 从 机 理 上 说 , 酶 促 酯 合成 或 酯 交换 与 相应 的 水 解 反应 具有 
某 些 相同 的 特征 ,但 决定 立体 化 学 专 一 性 的 基本 原理 有 一 定 的 差异 。 
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脂肪 酶 在 有 机 溶剂 中 催化 转 酰基 反应 动力 学 可 表 ”Ho 
述 为 乒乓 反应 机 制 : 


+ RCOOR’ ky »_ As ， 
E*RCOOR = E-R OH 


- RCOOR’ 大 
大 2 M L 
-R’OH ks +R°OH_ k; P 
= RCO - ES RCO — E: ROH 


+R’OH kg -R2OH ks 


4 
"Ny, 
00) 


-RCOOR? ky, 
+ RCOOR2 ky 

4R’ =H, ERR ARERR. 图 10- 16 CRL 偏爱 的 仲 醇 对 映 体 结构 示意 图 

对 水 解 反 应 而 言 , 由 于 体系 中 高 浓度 水 的 存在 M -中 等 大 小 取代 基 并 一 大 取代 基 
(55.5mol/L) ,反应 专 一 性 降低 。 另 外 ,在 酶 促 缩 合 反 应 中 ,产物 的 积累 会 导致 逆反 应 的 进行 ,因此 
反应 平衡 常数 玉 不 仅 对 转化 率 有 极 大 影响 ;而 且 对 酶 的 对 映 体 选择 性 也 有 显著 影响 。 对 酶 促 拆 分 
反应 : 


kg 4 
FT *RCOOR 
10 


E+ A= E+ P E+B—=E+Q 
其 中 人 和 3 为 一 对 对 映 体 ,反应 的 平衡 常数 K = 72 = 7 , 恒 量 反应 的 对 映 体 选 择 性 参数 书 = c 
王 也 称 为 对 映 体 比 率 , 五 值 越 大 , 酶 对 Ac 的 选择 性 越 高 , 已 值 可 通过 以 下 公式 进行 计算 : 
LA] 
ne In[1 - (1+ K)(1 ani ce 
. [B] 
Inf1 - (1+ K)(1 “Tei! 
iy In[1 — (1 + K)(c + ee,{1- c})] In[1 — (1 + K)e(1 + ee 
— dnl 1—(1-+-K hoor ee,{1 - e})]’ ~ dnl bo. + K)e(2 - ee, ) | 


其 中 c 为 转化 率 , 其 最 大 值 为 [1X(1+ 天 ) ] ,ee, 和 ee, 分 别 为 底 物 和 产物 的 对 映 体 过 剩 值 。 

上 述 方程 表明 , 酶 促 反应 的 对 映 体 选择 性 由 动力 学 参数 互 和 热力 学 参数 天 共同 决定 。 根 据 方程 
进行 计算 机 作 图 ,可知 :产物 和 残余 底 物 的 光学 产 率 与 K 值 大 小 成 反比 ,而 且 即 使 , 开 值 很 小 的 反 
应 ,通过 提高 转化 率 ( > 50% ) 的 方法 也 无 法 获得 高 纯度 的 残存 底 物 。 根 据 特 定 反应 的 c -五 -天 图 ， 
可 以 对 反应 程度 进行 预测 与 控制 ,以 期 达到 最 佳 反 应 结果 。 


100 F 


40 


20 


0 0 
0 20 40 60 80 100 0 20 40 #60 #80 +=& 100 
Yield (*) 一 -一 Yield (%) 一 一 一 一 


图 10-17 产物 (A) 和 残存 底 物 (B) 的 对 映 体 过 剩 与 转化 率 的 函数 关系 
E = 100,K = 0(a); 0.1(b); 0.5(c); 1.0(d); 5.0(e). 
仅 当 反应 完全 不 可 逆 时 , 五 值 才 是 不 依赖 于 底 物 浓 度 和 转化 率 的 常数 。 在 不 可 逆 的 前 提 下 ,或 
在 反应 的 初始 阶段 ,产物 积累 很 少 ( 如 转化 率 < 20% ,对 一 般 反 应 , 当 转 化 率 接近 40% 时 ,逆反 应 才 
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变 得 明显 ) 时 测定 底 物 和 产物 的 ee 锡 值 , 可 通过 计算 获得 c ME A: 
ee, In{ (1 -.¢)(1 - ee,) J In[ (1 - c)(1 + ee,)] 
在 高 转化 率 ( > 40% ) 时 测定 ee. 和 ee, ,可 计算 下 及 平衡 常数 天 值 。 
值得 强调 的 是 ,只 有 当 反 应 不 可 逆 时 , 羽 值 才 是 与 转化 率 无 关 的 常数 ,否则 , 羽 会 随 着 c 发 生 显 
著 的 变化 。 例 如 脂肪 酶 于 正己 烷 中 催化 (+ 上 )-2 省 已 酸 与 1- 丁 醇 酯 化 反应 , 当 体 系 中 加 入 0.1% 的 水 
时 , 随 转 化 率 由 30% 提高 至 67% , E (Ath 300 降低 至 3。 


10.6.3 消 旋 酸 的 酶 促 拆 分 


利用 有 机 浴 剂 中 酶 催化 酯 的 不 对 称 合成 可 以 对 消 旋 酸 进行 光学 拆 分 ,该 研究 领域 较为 成 功 的 
例子 是 2 -卤素 羧 酸 的 光学 拆 分 。 通 常 大 多 数 底 物 通过 酶 促 酯 化 可 获得 高 光学 纯度 的 R- 酯 。 


x CCL 二 = 


C02H R’ OH R CO2R’ R C02H 


澳大利亚 的 Chemie Linz CO. 在 100kg 规模 上 实现 了 两 个 衍生 物 的 拆 分 :a: R= CH,, X = Br,b: R= 
Ci 了 ,X = Br。 研究 中 还 发 现 酯 化 反应 的 天 值 随 醇 链 长 的 增长 而 提高 。 此 外 ,利用 不 对 称 转 酯 反应 
也 可 以 实现 手 性 酸 的 制备 。 当 酯 分 子 中 手 性 碳 原子 位 于 酸 部 分 上 时 ,使 用 非 手 性 醇 进 行 选择 性 转 
酯 反应 ,然后 通过 层 析 或 蒸馏 的 方法 将 两 种 酯 进行 分 离 。 由 于 酯 的 分 离 常 常 具 有 较 大 难度 ,从 而 使 
这 一 方法 的 应 用 受到 限制 。 在 消 旋 酸 的 拆 分 反应 中 ,由 于 底 物 的 电 性 及 空间 障碍 对 酶 催化 具有 强 
烈 的 影响 ,因而 一 般 带 有 供电 基 团 或 庞大 侧 链 的 羧 酸 形成 酶 一 底 物 复合 物 的 速率 较 慢 ,此 时 将 消 旋 
酸 转 化 为 活性 酯 (如 氯 乙 酯 ) ,更 易 受 到 亲 核 攻击 而 加 快 反应 的 进行 。 


10.6.4 消 旋 酵 的 拆 分 
消 旋 醇 的 拆 分 是 非 水 介质 酶 促 拆 分 研究 中 的 一 项 重要 内 容 。 前 面 已 提 到 脂肪 酶 对 具有 两 个 不 
同 大 小 取代 基 的 仲 醇 可 进行 有 效 的 选择 性 催化 。 此 外 ,水 解 酶 类 还 可 以 催化 许多 具有 环 状 结构 或 
非 环 状 结构 的 伯 醇 或 仲 醇 进行 选择 性 酰 化 反应 。 
OH 
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表 10-13 消 旋 醇 的 酶 促 拆 分 研究 结果 


底 物 选择 性 ”酰基 供 体 转化 率 (%) ee:% eep% E 底 物 选择 性 酰基 供 体 PEALE (%) eep %o 

Candida cylindracea PPL 纯化 的 P1 组 分 

ER 44 80 98 >100 15a Pro-R 乙酸 甲 酯 91 65 

a eS, fae 34 / 100 >100 15b Pro-R 乙酸 甲 酯 70 90 

3 1R,2R +—hemR 30 / 88 23 15c Proo-R 乙酸 甲 酯 98 92 

4 1R,28, +tibeR 45 / 95 92 15d Proo-R 乙酸 甲 酯 90 58 
5R 

5 R 十 二 烷 酸 31 32 72 8 16 Pro-R 乙酸 甲 酯 / 96 

6 R 十 二 烷 酸 35 50 93 45 

Mucor miehei lipase Pseudomonas sp. lipase 

6 R 辛酸 45 71 87 31 1e Pro-S 乙酸 异 丙 酯 53 96 

ae 辛酸 51 7. 3 30 

8 R 辛酸 49 3... a7 . 38 

9 R 辛酸 44 Br 56 27 

PPL 粗 酶 制剂 PPL #4 Bit iil 77) 

10a R 乙酸 乙 酯 41 65 >95 78 17 Pro-S 乙酸 甲 酯 / 84 

10b R 乙酸 乙 酯 51 >97 91 >100 18 Pro-S 乙酸 三 氯 乙 基 酯 48 95 

re 三 氯 乙 基 丁 酸 酯 30 66 88 22 19a Pro-S 乙酸 甲 酯 57 26 

11 R 52 >97 91 >100 19 Pro-S 乙酸 甲 酯 74 68 

i 8 乙酸 乙 酯 i >95 >95 >100 19° Pro-S 乙酸 甲 酯 79 84 

13 OR 乙酸 乙 酯 / A Vieesn . ¥ 

14 sR SAZCETRA 49 ~93 ~100 >100 


10.6.5 消 旋 胺 的 拆 分 


手 性 胺 在 医药 工业 和 精细 化 工 领域 具有 广泛 的 用 途 , 可 作为 药物 或 药物 合成 的 中 间 体 。 例 如 ， 
毒 扁豆 碱 作为 治疗 早老 性 痴呆 症 ( 亦 称 Alzheimer” s 疾病 ) 的 药物 已 进行 临床 试验 。 此 外 , 手 性 胺 作 
为 手 性 羧 酸 的 拆 分 剂 同样 倍 受 意 注 。 在 有 机 溶剂 中 酶 催化 酯 和 胺 之 间 进 行 氨 解 反应 可 以 获得 光学 
活性 胺 或 酰胺 : 


NH2 enzyme NHOAcy| NH2 
a NI 
R acy! donor 区 alee 
Rors SorR 


a: R= Ph; b: R=1-naphthyl. c: R=Et; d: R=CsH11 


用 于 催化 氨 解 反应 的 常用 酶 ,一 个 是 枯草 杆菌 蛋白 酶 ,其 催化 产物 为 S- 胺 ,而 Candida antarcti- 
ca lipase (CAL) 催 化 产物 通常 为 R - 胺 。Gutman 利用 玻璃 珠 固定 化 酶 构建 连续 柱状 反应 器 ,制备 重 
要 的 药物 中 间 体 (R)- 1- aminoindan。 在 3 - 甲 基 - 戊 醇 中 ,以 丁 酸 三 氟 乙 基 酯 进行 转 氨 反 应 ,连续 操 
VE 95 小 时 ,R- 胺 的 产量 为 330g, 产 率 为 40% ,光学 纯度 大 于 98%. 


10.6.6 酶 促 大 环 内 酯 的 合成 
内 酯 衍生 物 是 香料 和 食品 工业 中 常见 的 调味 成 分 。 据 报导 ,多 种 昆虫 的 异性 吸引 信息 素 及 植 
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物 生 长 调节 剂 也 具有 内 酯 结构 。 大 部 分 内 酯 衍生 物 为 手 性 分 子 , 生 理 活 性 与 构象 有 关 。 在 有 机 洲 
剂 中 脂肪 酶 可 催化 羧 酸 与 酯 发 生 内 酯 化 反应 来 合成 大 环 内 酯 。 研 究 表明 :合成 的 产物 随 羧 酸 的 链 
长 及 脂肪 酶 源 的 不 同 而 异 。 例 如 ,在 无 水 异 辛 烷 中 ,不 同 来 源 的 脂肪 酶 催化 10 -羟基 十 碳酸 内 酯 化 
时 ,反应 的 产物 不 是 十 碳 的 单元 内 酯 ,而 是 二 ~ 五 元 内 酯 的 混合 物 。 不 同 来 源 的 脂肪 酶 催化 反应 产 
物 中 各 化 合 物 的 比例 不 同 。 当 脂肪 酶 催化 16 -羟基 十 六 碳酸 发 生 内 酯 化 反应 时 ,16 碳 内 酯 为 主要 
产物 。 因 此 ,内 酯 化 反应 过 程 似乎 并 不 像 想像 中 的 那么 简单 。 


0 (CH2)n “ 
po | me > RR 
aR’ ‘ 
Lipase “i 
(CH) n 一 一 一 一 一 (CH2)n Cy > a 上 + tri + tetra + penta 
CHOH Ye 并 
二 Rd i R" CH 0 


10.6.7 ”区域 选 择 性 催化 


多 功能 团 有 机 化 合 物 的 选择 性 修饰 通常 具有 一 定 难度 。 利 用 常规 化 学 反应 往往 需要 多 步 且 繁 
琐 的 操作 。 借 助 酶 的 区 域 选 择 性 催化 可 使 这 一 过 程 得 到 简化 。 所 谓 区 域 选择 性 是 指 酶 对 同一 化 合 
物 分 子 中 的 几 个 相同 基 团 具有 选择 的 能 力 。 例 如 ,利用 脂肪 酶 选择 性 催化 甘油 三 酯 的 酯 交换 反应 ， 
从 油脂 制 取 类 可 可 脂 是 最 为 典型 的 例子 。 


P 
-9 + SOH melo 04 : + POH + SOH 
P 


利用 1,3 位 专 一 性 脂肪 酶 催化 转 酰基 反应 ,可 从 较为 廉价 的 油脂 制 取 由 :SOS/SOP/POP( 三 者 的 
比例 为 30.1:49.3:19.8,w/ww) 的 类 可 可 脂 ,其 组 成 及 理化 性 能 与 天 然 可 可 脂 极为 相似 (天 然 可 可 
脂 中 三 者 的 比例 为 34.3:49.0:16.2) ,可 作为 优良 的 天 然 可 可 脂 代 用 品 用 于 食品 和 医药 工业 。 


10.6.8 溶剂 及 催化 剂 纯度 对 选择 性 的 影响 


在 非 水 介质 酶 选择 性 催化 反应 中 ,有 机 洲 剂 不 仅 对 反应 速率 及 酶 的 稳定 性 有 很 大 影响 , 且 对 酶 
的 专 一 性 ,也 有 明显 的 影响 。 迄 今 已 有 大 量 研究 报导 了 溶剂 性 质 及 水 含量 对 酶 的 对 映 体 选 择 性 的 
影响 。 结 果 表 明 , 随 溶剂 玻 水 性 的 增加 , 酶 的 对 映 体 选 择 性 降低 。 也 有 研究 者 认为 , 酶 在 ]gP~2 的 
溶剂 中 具有 最 佳 的 对 映 体 专 一 性 。 假 如 将 所 研究 的 溶剂 分 为 环 状 结构 和 非 环 状 结构 两 组 ,可 得 到 
他 们 作为 反应 介质 时 酶 催化 选择 性 环 与 lgP 之 间 的 平滑 的 相关 曲线 。 值 得 注意 的 是 ,由 于 每 项 研 
究 都 是 针对 特定 的 反应 模型 ,对 此 进行 系统 的 比较 似乎 有 较 大 的 难度 。 

此 外 ,目前 用 于 催化 反应 的 酶 大 多 为 粗 酶 制剂 ,其 中 竞争 性 酶 的 存在 也 是 影响 选择 性 的 因素 之 
一 。 一 般 来 源 于 微生物 的 脂肪 酶 为 胞 外 酶 ,具有 较 好 的 均一 性 和 纯度 。 而 来 源 于 哺乳 动物 或 植物 
的 脂肪 酶 制剂 中 常 含 具有 干扰 性 的 其 他 酶 ,包括 蛋白 酶 和 酯 酶 。 这 些 干 性 酶 常常 表现 出 与 目标 脂 
肪 酶 相反 或 较 差 的 对 映 体 选 择 性 ,从 而 导致 反应 具有 较 低 的 光学 产 率 或 出 现 难以 重 现 的 结果 。 为 
去 除 或 减 小 这 些 酶 的 干扰 ,可 采取 以 下 措施 :(1) 利用 化 学 试剂 处 理 粗 酶 制剂 ,如 丝氨酸 酶 抑制 剂 ， 
使 干扰 酶 失 活 ;(2) 利用 物理 方法 处 理 酶 制剂 ,如 纯化 ` 结 晶 等 ;(3) 选择 适宜 的 酰基 供 体 作为 目标 
酶 的 有 效 作 用 底 物 ,而 对 于 扰 性 酶 来 说 却 不 是 适宜 底 物 。 在 利用 粗 PPL 酶 制剂 进行 催化 反应 的 研 
究 中 证 明 ,使 用 上 述 方法 可 以 有 效 提 高 产物 的 光学 纯度 。 如 ,经 过 真空 脱水 至 恒 重 后 ,PPL 催化 酯 
化 反应 的 互 值 可 提高 3 倍 。 这 是 由 于 完全 脱水 后 干扰 酶 不 能 有 效 发 挥 其 催化 活力 ,而 PPL 自身 由 
于 具有 极 强 的 结合 水 能 力 , 即 使 真空 干燥 也 不 会 完全 去 除 这 些 结合 水 ,从 而 表现 出 良好 的 催化 角 
Hi. 
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11 酶 的 分 子 工程 


酶 的 分 子 工程 (molecular engineering of the enzyme) 主 要 指 用 化 学 或 分 子 生物 方 法 对 酶 分 子 进行 
改造 。 随 着 各 个 学 科 及 相关 技术 的 发 展 , 特 别 对 酶 结构 与 功能 的 深 入 了 解 、 基因 工程 及 固定 化 技术 
的 普及 ,使 酶 的 分 子 改造 工程 进入 实用 阶段 。 总 体 来 说 酶 的 分 子 工程 分 两 部 分 :一 是 分 子 生 物 学 水 
平 , 即 用 基因 工程 方法 对 DNA 或 RNA 进行 分 子 改造 ,以 获得 化 学 结构 更 为 合理 的 酶 蛋白 涉 二 是 对 
天 然 酶 分 子 进 行 改 造 , 这 包括 酶 一 级 结构 中 氨基 酸 置换 、 肽 链 切割 、 氨 基 酸 侧 链 修饰 等 。 具 体 而 言 ， 
酶 的 分 子 工 程 主要 有 以 下 几 方 面 内 容 。 

1) 对 酶 分 子 的 侧 链 基 团 ,尤其 酶 活性 中 心中 的 必需 基 团 进行 化 学 修饰 ,研究 酶 的 结构 与 功能 
的 关系 ; 

2) 通过 对 酶 功能 基 团 的 修饰 和 与 水 不 溶性 大 分 子 的 结合 ,改造 酶 性 能 ,增加 酶 的 稳定 性 ; 

3) 通过 对 酶 分 子 内 或 分 子 间 的 交 联 ,或 与 水 不 溶性 载体 的 结合 制 成 固定 化 酶 ,催化 特定 的 反 
应 ; 

4) 用 化 学 方法 合成 新 的 有 机 催化 剂 ,使 其 具有 酶 活性 (模拟 酶 ); 
5) 用 分 子 生 物 学 方法 克隆 酶 或 修饰 基因 以 便 产生 新 的 酶 (突变 酶 ) ,或 设计 新 基因 合成 自然 界 
不 存在 的 新 酶 (抗体 酶 ) 。 

模拟 酶 和 抗体 酶 本 书 另 有 章节 介绍 ,本章 重 点 介绍 酶 的 化 学 修饰 (enzyme modification) 。 

近年 来 研究 发 现 , 由 于 酶 分 子 表 面 外 形 的 不 规则 各 原子 间 极 性 和 电荷 的 不 同 、 各 氮 基 酸 残 基 
间 相 互 作 用 等 结果 ,使 酶 分 子 结构 的 局 部 形成 了 一 种 微 环 境 ( 酶 活性 部 位 就 是 处 于 微 环 境 中 )。 这 
种 微 环 境 可 以 是 极 性 的 ,也 可 以 是 非 极 性 的 ,但 都 直接 影响 着 酶 活性 部 位 氨基 酸 残 基 的 电离 状态 ， 
为 它们 发 挥 作 用 提供 了 合适 的 条 件 。 酶 经 过 化 学 修饰 后 ,除了 能 减少 由 于 内 部 平衡 力 被 破坏 而 引 
起 的 酶 分 子 伸展 打开 外 ,还 由 于 大 分 子 修饰 剂 本 身 就 是 多 聚 电 荷 体 , 所 以 有 可 能 在 酶 分 子 表 面 形 成 
一 层 ` 缓 冲 外 壳 ” ,在 一 定 程度 上 抵御 外 界 环境 的 电荷 \ 极 性 变化 ,维持 酶 活性 部 位 微 环 境 的 相对 稳 
定 , 使 酶 能 在 更 广泛 的 条 件 下 发 挥 作用 。 


11.1 设计 酶 化 学 修饰 的 注意 点 


酶 化 学 修饰 所 用 的 各 种 方法 手段 虽 多 ,但 基本 原则 都 是 充分 利用 修饰 剂 所 具有 的 各 类 化 学 基 
团 的 特性 ,或 直接 或 经 过 一 定 的 活化 过 程 与 酶 分 子 上 某 种 氨基 酸 残 基 (一 般 尽 量 选择 非 酶 活 必需 基 
团 ) 产 生化 学 反应 ,对 酶 分 子 结构 进行 改造 。 以 下 几 点 是 我 们 开始 设计 酶 化 学 修饰 反应 时 必须 注意 
的 。 


11.1.1 对 酶 性 质 的 了 解 
主要 包括 对 酶 的 活性 部 位 \ 酶 的 稳定 条 件 酶 反应 最 佳 条 件 及 酶 侧 链 基 团 性 等 的 了 解 。 
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11.1.2 对 修饰 剂 的 要 求 


在 选择 修饰 剂 时 要 考虑 :(1) 修饰 剂 的 分 子 量 修饰 剂 链 的 长 度 对 和 蛋 昌 质 的 吸附 性 ;(2) 修饰 剂 
上 反应 基 团 的 数目 及 位 置 ;(3) 修饰 剂 上 反应 基 团 的 活化 方法 与 条 件 。 一 般 情 况 下 ,要 求 修 饰 剂 具 
有 较 大 的 分 子 量 良 好 的 生物 相 容 性 和 水 溶性 、 修 饰 剂 分 子 表面 有 较 多 的 反应 活性 基 团 及 修饰 后 酶 
活 的 半衰期 较 长 。 


11.1.3 对 酶 反应 条 件 的 选择 


修饰 反应 一 般 总 是 尽 可 能 在 酶 稳定 的 条 件 下 进行 ,尽量 少 破 坏 酶 活性 功能 的 必需 基 团 。 反 应 
的 最 终结 果 是 要 得 到 酶 和 修饰 剂 的 高 结合 率 及 高 酶 活 回收 率 。 因 此 选择 反应 条 件 时 要 注意 :(1) 
反应 体系 中 酶 与 修饰 剂 的 分 子 比例 ;(2) 反应 体系 的 溶剂 性 质 , 盐 浓度 和 pH 条件;(3) 反应 温度 及 
时 间 。 以 上 的 反应 条 件 随 修饰 反应 的 类 型 不 同 而 不 同 ,需要 经 过 大 量 实验 才能 确定 。 


11.2 酶 分 子 侧 链 基 团 的 化 学 修饰 


用 化 学 修饰 的 方法 研究 酶 分 子 的 结构 与 功能 已 经 成 为 一 种 重要 的 基础 手段 , 酶 分 子 侧 链 基 团 
的 修饰 是 通过 选择 性 的 试剂 或 亲 和 标 记 试剂 与 酶 分 子 侧 链 上 特定 的 功能 基 团 发 生化 学 反应 而 实现 
的 ,这 是 酶 分 子 化 学 基础 研究 的 一 个 方向 。 侧 链 基 团 化 学 修饰 的 一 个 非常 重要 的 作用 是 用 来 探测 
活性 部 位 的 结构 。 反 应 试剂 导 酶 分 子 接触 并 发 生化 学 反应 ,与 酶 分 子 的 侧 链 氨 基 酸 残 基 共 价 连接 
形成 某 些 可 探测 的 报告 基 团 。 理 想 情 况 下 ,修饰 试剂 只 是 有 选择 地 与 某 一 特定 的 残 基 反 应 ,很 少 或 
几乎 不 引起 酶 分 子 的 构象 变化 。 在 此 基础 上 ,从 该 基 团 的 修饰 对 酶 分 子 的 生物 活性 所 造成 的 影响 ， 
就 可 以 推测 出 被 修饰 的 残 基 在 该 酶 分 子 中 的 功能 。 

在 20 种 构成 蛋白 质 的 常见 氨基 酸 中 ,只 有 具有 极 性 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 才能 够 进行 化 学 
修饰 ,这些 基 团 的 反应 性 取决 于 它们 的 亲 核 性 。 很 多 因素 都 可 以 影响 亲 核 性 的 大 小 ,这 些 因 素 对 酶 
分 子 的 化 学 修饰 反应 会 造成 较 大 的 影响 。 

选择 性 修饰 试剂 首先 必须 要 能 够 与 某 一 特定 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 因 发 生化 学 反应 ,并 形成 
紧密 的 共 价 连接 。 人 们 已 经 找到 许多 不 同 氨基 酸 残 基 侧 链 基 团 的 特定 的 修饰 试剂 并 应 用 到 酶 分 子 
的 化 学 修饰 的 研究 中 。 然 而 目前 这 类 反应 试剂 的 专 一 性 不 够 ,即使 试剂 对 某 一 基 团 的 反应 是 专 一 
性 的 ,也 仍然 有 多 个 同类 残 基 与 之 进行 反应 ,使 得 对 某 个 特定 残 基 的 选择 性 修饰 非常 困难 。 

为 了 克服 这 一 缺陷 ,人 们 开始 使 用 亲 和 性 标记 试剂 ,这 些 化 合 物 是 具有 化 学 反应 性 的 蛋白 质 分 
子 的 底 物 或 配 体 的 类 似 物 。 由 于 结构 的 相似 性 ,它们 对 底 物 或 配 体 的 结合 部 位 具有 一 定 的 亲 和 人 性 ， 
因而 能 够 选择 性 地 结合 在 酶 分 子 的 表面 上 的 特定 部 位 。 另 外 ,由 于 亲 和 性 标记 试剂 中 最 重要 的 是 
光 亲 和 标记 和 标记 和 自杀 性 抑制 剂 两 种 类 型 。 光 亲 和 标 记 试 剂 的 反应 可 以 用 光照 来 引发 ,因此 它 
们 的 反应 性 可 以 被 很 好 地 控制 ,其 参与 反应 的 成 分 为 自由 基 , 可 以 与 它们 附近 几乎 所 有 的 基 团 反 
应 ,这 些 标记 试剂 也 可 以 与 非 极 性 的 侧 链 基 团 相 结合 。 自 杀 性 抑制 剂 作为 底 物 是 没有 反应 活性 的 ， 
一 旦 它们 转变 成 产物 ,就 会 产生 1 个 可 反应 基 团 ,因此 它们 标记 的 是 活性 部 位 附近 的 侧 链 基 团 。 由 
于 它们 的 这 种 特性 , 自杀 性 抑制 剂 可 以 被 用 来 作为 治疗 某 些 疾病 的 有 效 药物 。 


11.2.1 几 种 重要 的 修饰 反应 


尽管 许多 文献 报道 了 大 量 的 酶 的 修饰 反应 ,但 根据 其 反应 性 质 主 要 可 分 为 以 下 几 种 类 型 。 

A 酰 化 及 其 相关 反应 

这 类 化 学 修饰 试剂 如 乙酰 咪唑 、 二 异 两 基础 酰 氛 、 酸 栈 磺 酰氯 、 硫 代 三 氟 乙 酸 乙 酯 和 0 - 甲 基 
异 脲 等 ,它们 在 室温 (20% ~ 25%)、pH 值 为 4.5~ 9.0 的 条 件 下 可 与 酶 分 子 的 某 些 侧 链 基 团 发 生 酰 
基 化 反应 。 被 作用 的 酶 分 子 侧 链 基 团 有 氨基 羟基、 琉 基 以 及 酚 基 等 。 
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式 中 D— 表示 酶 分 子 。 

B BAKA 

LAMAWHAPREHA BEM AARS, HERRERA, RARE 
荷 ,很 容易 导致 酶 分 子 的 亲 核 基 团 ( 例 如 一 NH, ,—SH 等 ) 发 生 烷 基 化 。 属 于 这 类 修饰 试剂 的 有 :2,4 
-二 硝 基 氟 葵 、 碘 代 乙 酸 \ 碘 代 乙酰 胺 、 苯 甲 酰 卤 代 物 和 碘 甲烷 等 。 被 作用 的 分 子 的 侧 链 基 团 有 氨 
Jt Fi PE TEAMS, 


NH—R 


SR rv 
COOH , eX COOH + HX 
@ /R 
ae —S—CH, CH,—S 


C 和 

这 类 试剂 具有 氧化 性 ,能 将 侧 链 基 团 氧化 ,属于 这 类 试剂 的 有 HO, ,N - 溴 代 琥 珀 酰 亚 胺 等 ,有 
些 试剂 具有 很 强 的 氧化 性 ,往往 容易 使 肽 链 断 裂 , 因 此 在 修饰 反应 中 要 控制 好 氧化 条 件 。 光 敏 剂 存 
在 下 的 光 氧 化 是 一 种 比较 温和 的 氧化 作用 。 易 受 氧 化 作用 的 侧 链 基 团 有 和 琉 基 、 硫 醚 基 、 吗 唆 基 、 咪 
唑 基 以 及 酚 基 等 。 

另外 还 有 一 类 主要 作用 于 二 硫 键 的 还 原 剂 。 这 类 修饰 试剂 有 2 - 琉 基 乙醇 、 琉 基 乙 酸 和 二 硫 苏 
糖 醇 (DTT) 等 。 

值得 提出 的 是 连 四 硫酸 钠 或 连 四 硫酸 钾 (Tetrathionate) 是 一 种 温和 的 氧化 剂 ,因此 在 化 学 修饰 
反应 中 常用 来 作为 一 SH 的 可 逆 保 护 剂 。 


[ol ， 
[>>—sH NazS4O6 P>-s-O 
了 一 s-G@ 一 > sli 
D 芳香 环 取代 反应 


酶 分 子 氨基 酸 残 基 的 酚 羟 基 在 3 和 5 位 上 很 容易 发 生 亲 电 取 代 的 碘 化 和 硝化 反应 。 这 类 修饰 
反应 的 一 个 典型 的 例子 是 四 硝 基 甲烷 (CTNM, Tetranitro-methane) ,& A) WER FRARYN BRE, 
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成 3 - 硝 基 栈 氨 酸 的 衔 生物 。 这 种 产物 有 特殊 的 光谱 ,可 用 于 直接 的 定量 测定 。 


[E>O)—o# + (NO.),¢_ ———> vate | es + (NO3)3CH 
O2 


另外 还 有 一 些 酶 分 子 与 化 学 试剂 的 重要 反应 ,如 省 化 氰 裂解 ,在 自发 和 诱导 重 排 的 条 件 下 主要 
导致 肽 键 的 断裂 。 省 化 氰 (CNBr) 裂 解 甲 硫 氢 酸 残 基 的 羧基 侧 链 肽 键 的 反应 机 理 如 下 图 所 示 : 


i 
_NH-ch-c- ANH-cH- 人 - 
—NH—CH—Cy i 一 NH 一 CH 一 CN 有 
HG 一 cH, © ree H,C—CH, 
gee =N ar C=N 
| 
CH; Br CH, Br 
省 化 氨基 酸 
i 
NH 一 CH 一 C 一 cman 
——> =NH=CH=Cy 6, e = 
B2 | 
CH,—CH, a 
省 化 亚 氨 内 十 Hee 
HO 
R 
H.O i> | 
—NH—CH— COOH Ar 一休 四 | 七 有 = 已 + NH—CH—C— 
| O 
we H,C— CH, 
if 
OH 
C 端 肽 自 肽 酰 高 丝氨酸 内 丁 NSW BKB 


酶 分 子 化 学 修饰 的 反应 极其 复杂 , 某 一 特定 的 侧 链 基 团 可 以 被 很 多 种 不 同 反应 的 试剂 修饰 , 酶 
分 子 中 同一 种 基 团 被 某 一 试剂 修饰 时 ,其 化 学 反应 性 也 很 不 相同 ,这 与 基 团 所 处 的 化 学 微 环 境 有 
关 。 有 时 两 类 不 同 的 侧 链 基 团 可 以 与 同一 试剂 进行 同一 性 质 的 反应 。 这 种 反应 的 复杂 性 给 修饰 结 
果 的 分 析 与 处 理 带 来 了 一 定 的 困难 。 修 饰 试 剂 通常 主要 针对 某 一 种 侧 链 基 团 ,但 是 很 少 是 绝对 专 
一 性 的 。 正 因为 这 一 点 ,我 们 在 讨论 修饰 试剂 对 酶 分 子 的 影响 时 ,也 应 该 考虑 它 的 一 些 其 他 的 副 反 
应 。 不 管 皇 样 ,应 该 记 住 一 个 基 团 的 修饰 反应 所 需 的 特定 反应 条 件 暗示 了 酶 分 子 内 的 特定 的 环境 。 


11.2.2 特定 氨基 酸 残 基 侧 链 基 团 的 化 学 修饰 


A 和 殖 基 的 化 学 修饰 

由 于 莹 基 具 有 很 强 的 亲 核 性 , 殖 基 基 团 一 般 是 酶 分 子 中 最 容易 反应 的 侧 链 基 团 ,因此 人 们 最 先 
研究 它 的 特异 性 修饰 试剂 并 研究 了 和 王 基 在 酶 催化 过 程 中 的 重要 作用 以 及 在 一 些 酶 分 子 中 对 维持 亚 
基 间 相互 作用 所 做 的 贡献 。 

烷 基 化 试剂 是 一 种 重要 的 入 基 修饰 试剂 ,特别 是 碘 乙 酸 和 碘 乙 酰胺 。 在 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 
分 析 和 测序 前 ,通常 要 用 碘 乙 酸 来 使 殖 基 基 团 羧 甲 基 化 ,以 防止 半 胱 氨 酸 的 降解 ,而且 羧 甲 基 化 的 
半 胱 氨 酸 很 容易 被 氨基 酸 分 析 仪 所 识别 。 其 他 一 些 贞 代 酸 和 元 代 酰 胺 如 省 代 乙 酸 也 被 应 用 来 修饰 
琉 基 ,但 反应 比 碘 乙 酸 和 碘 乙 酰胺 要 慢 。 然 而 ,在 贞 代 酸 与 玉 基 反应 的 同时 ,尽管 反应 能 力 比 较 弱 ， 
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咪唑 基 团 也 会 与 贞 代 酸 结 合 ,核糖 核酸 酶 中 的 咪唑 基 团 的 反应 就 是 一 个 明显 的 例子 。 

N - 乙 基 马 来 酰 亚 胺 是 一 种 有 效 的 殖 基 修饰 试剂 ,该 反应 具有 较 强 的 专 一 性 并 伴随 光 吸 收 的 变 
化 ,可 以 很 容易 通过 光 吸 收 的 变化 确定 反应 的 程度 。 另 外 ,N -取代 马 来 酰 亚 胺 自 旋 标 记 物 可 以 作 
为 自 旋 探 针 来 研究 酶 分 子 构 象 变化 的 情况 ,如 曾经 用 来 有 效 地 研究 了 丙酮 酸 脱 氢 酶 复合 体系 臂 的 
运动 性 的 研究 。 图 11 一 1 表示 几 种 常用 的 殖 基 试剂 修饰 时 的 反应 方程 式 。 
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11-1 FRseM eA th 
(1) DTNB; (2) 4,4'- 二 硫 二 吡啶 (4- PDS) 5 (3) Xt SR ACE FF AR (PMB) ; 
(4) 2 -SRAR- 4- 硝 基 苯酚 (MNP); (5) N - 乙 基 马 来 酰 亚 胺 (NEM) ; (6) 过 氧化 氢 氧 化 
5,5'- 二 硫 - 2 - 硝 基 苯 甲酸 (DTINB) ,又 称 为 Elman 试剂 ,目前 已 成 为 最 常用 的 琉 基 修饰 试剂 ， 
DTNB 可 以 与 琉 基 反应 形成 二 硫 键 ,使 酶 分 子 上 标记 1 个 2 - 硝 基 - 5 - 硫 葵 甲酸 (TNB) ,同时 释放 1 
个 有 很 强 颜 色 的 TNB 阴离子 。 该 阴离子 在 412nm 具有 很 强 的 吸收 (se=1.36x10'(moyL) cm- ， 
pH=8.0) ,可 以 很 容易 通过 光 吸 收 的 变化 来 监测 反应 的 程度 。DTINB 也 可 以 用 来 定量 检测 溶液 中 
硫化 氢 的 含量 。 只 是 lmol 硫化 氨 与 lmol DTNB 反应 将 产生 2mol TNB 和 1 mol 硫 。 由 于 定点 诱 变 的 
迅速 发 展 , 在 目前 的 结构 与 功能 的 研究 中 ,特别 是 半 胱 氨 酸 的 侧 链 基 团 的 化 学 修饰 有 被 定点 诱 变 的 
方法 取代 的 趋势 。Kanaya 等 人 用 定点 诱 变 的 方法 研究 了 半 胱 氨 酸 残 基 在 核糖 核酸 酶 H 中 的 作用 。 
B 和 氢 基 的 化 学 修饰 
非 质 子 化 的 赖 氨 酸 的 © -氨基 是 酶 分 子 中 亲 核 反应 活性 很 高 的 基 团 , 搞 清 楚 它 的 亲 核 性 对 于 研 
究 赖 氨 酸 的 一 系列 修饰 反应 是 很 重要 的 。 图 11 - 2 表示 几 种 常用 的 氨基 修饰 试剂 与 酶 分 子 中 氮 基 
反应 的 方程 式 。s -氨基 的 pK, 值 一 般 为 10, 由 于 微 环 境 的 影响 ,蛋白质 分 子 中 也 可 能 存在 低 pK, 
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(AW MAME ,这些 残 基 具 有 更 强 的 可 反应 性 ,因而 可 以 被 选择 性 地 修饰 。 在 草 酰 乙 酸 脱羧 酶 中 
就 存在 一 个 pK. 值 为 5.6 的 可 反应 赖 氨 酸 残 基 。 

有 许多 化 合 物 都 可 用 来 修饰 赖 氨 酸 残 基 , 三 硝 基 葵 磺 酸 (TNBS) 就 是 其 中 非常 有 效 的 一 种 。 
TNBS 与 赖 氨 酸 残 基 反 应 ,在 420nm 和 367nm 能 够 产生 特定 的 光 吸 收 ,Xia 等 人 用 TNBS 标记 了 GSH 
转移 酶 的 1 个 反应 活性 很 高 的 赖 氨 酸 残 基 , 证 实 了 在 酶 的 活性 部 位 CSH 结合 区 域 存在 一 个 赖 氢 酸 
残 基 , 即 Lys - 44。 

目前 ,氨基 的 烷 基 化 已 经 成 为 一 种 重要 的 赖 氨 酸 修饰 方法 ,这 些 试剂 包括 有 元 代 乙 酸 、 芳 基 贞 
和 芳 族 磺 酸 ,或 者 在 氢 的 供 体 (如 硼 氢 化 钠 , 硼 氢化 氰 或 硼 氨 ) 存 在 的 条 件 下 使 蛋白 质 分 子 与 醛 或 酮 
反应 , 称 为 还 原 性 烷 基 化 。 

赖 氨 酸 残 基 的 还 原 性 烷 基 化 所 使 用 的 普 基 化 合 物 取 代 基 的 大 小 对 修饰 的 结果 具有 很 大 的 影 
响 。 在 硼 氢 化 钠 的 存在 下 ,用 不 同 的 阁 基 试剂 使 卵 类 粘 蛋 白 溶菌 酶 . 卵 转 铁 蛋 白 的 赖 氨 酸 残 基 烷 
基 化 ,修饰 程度 为 40% ~ 100% 。 其 中 丙酮 , 环 成 酮 、 环 已 酮 和 葵 甲 醛 为 单 取代 ,而 丁 醛 有 20% ~ 
50 儿 的 双 取 代 , 甲 醛 则 几乎 为 100 多 的 双 取 代 。 这 3 种 蛋白 的 甲 基 化 和 异 丙 基 化 的 衍生 物 仍 是 可 溶 
性 的 ,并且 仍 然 具 有 几乎 全 部 的 生物 活性 。 
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Alll-2 氢 基 的 化 学 修饰 
(1) CARA; (2) 2,4,6- 三 硝 基 葵 酚 (TNBS); (3) 2,4- 二 硝 基 氟 茶 (DNFB) 或 称 Sanger 试剂 ; 
(4) 碘 代 乙酸 (IAA);(5) 还 原 烷 基 化 ;(6) 丹 磺 酰氯 (DNS) 
C 羧基 的 化 学 修饰 
由 于 羧基 在 水 溶液 中 的 化 学 性 质 使 得 酶 分 子 中 谷 氨 酸 和 天 门 冬 氨 酸 的 修饰 方法 很 有 限 ,产物 
一 般 是 酯 类 或 酰胺 类 。 几 种 修饰 试剂 与 羧基 的 反应 方程 式 表示 于 图 11 - 3。 在 一 些 情况 下 ,它们 也 
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可 与 赖 氨 酸 残 基 的 es -氨基 通过 酰胺 键 相 连 。 

水 溶性 的 碳化 二 亚 胺 类 特定 修饰 酶 分 子 的 羧基 基 团 ,目前 已 成 为 一 种 应 用 最 普遍 的 标准 方法 ， 
它 在 比较 温和 的 条 件 下 就 可 以 进行 。[C] 甘 氨 酸 乙 酯 酰胺 化 后 在 氨基 酸 分 析 仪 上 将 会 出 现 1 个 
新 的 峰 。 在 一 定 的 条 件 下 ,[”C] 甘 氨 酸 乙 酯 也 可 以 与 丝氨酸 、 半 胱 氨 酸 和 酷 氨 酸 反 应 。 抗 冻 糖 肽 8 
的 末端 羧基 与 1 - 乙 基 - 3 -(3 -二 甲 氨 正 两 基 ) 碳 化 二 亚 胺 反应 结合 上 乙醇 胺 成 为 N-(2 BR) 
然 具 有 90 狗 的 剩余 活力 ,说明 该 糖 肽 上 羧基 所 带 的 电荷 为 非 必 需 的 。 

竣 基 也 可 以 与 硼 氟 化 三 甲 锌 盐 (Trimethylexonium fluoroborate) 反 应 生成 甲 酯 。 胃 和 蛋白 酶 与 [C] 
硼 氟 化 三 甲 锌 盐 在 pH 值 为 5.0 的 条 件 下 反应 , 酶 的 活力 完全 丧失 ,研究 结果 表明 该 酶 有 两 个 羧基 
为 其 必需 基 团 。 
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11-3 “羧基 的 化 学 修饰 
(1) 通过 水 溶液 的 碳化 二 亚 胺 进行 酯 化 反应 或 腰 化 反应 , 式 中 R,R' = 烷 基 ;HX = 卤素 、 一 级 或 二 级 胺 ; 
(2) 硼 氟 化 三 甲 锌 盐 ;(3) 用 甲醇 - HCL 的 酯 化 反应 
D 咪唑 基 的 化 学 修饰 
组 氨 酸 残 基 的 咪唑 基 可 以 通过 氮 原 子 的 烷 基 化 或 碳 原子 的 亲 核 取代 来 进行 修饰 (图 3- 10)。 
由 于 组 氢 酸 残 基 位 于 许多 酶 的 活性 中 心 , 因 此 有 大 量 关 于 组 氢 酸 残 基 修饰 的 报道 。Schneider 曾 对 
组 所 酸 残 基 在 酶 活性 部 位 的 作用 进行 了 总 结 , 见 图 11 - 4。 
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图 11-4 AARON EE i 
(1) RR — ZAR; (2) 碘 代 乙酸 ;(3) 碘 化 反 应 
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组 氨 酸 残 基 的 咪唑 基 的 修饰 主要 有 两 种 方法 ,第 一 种 是 光 氧 化 。 然 而 , 光 氧 化 的 特异 性 很 低 ， 
不 但 与 组 氨 酸 残 基 反 应 ,而且 与 甲 硫 氨 酸 、 色 氢 酸 以 及 少量 的 酷 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 残 基 进 行 反 
应 。 碱 性 亚 甲 蓝 和 玫瑰 红 是 该 方法 常用 的 两 种 试剂 。 

焦 碳 酸 二 乙 酯 (DPC, Diethylpyrocarbonate) 是 最 常用 的 修饰 组 氨 酸 残 基 的 试剂 。 该 试剂 在 接近 中 
性 的 情况 下 表现 出 比较 好 的 专 一 性 ,与 组 氨 酸 残 基 反 应 使 咪唑 基 上 的 1 个 氮 羧 乙 基 化 ,并 且 使 得 在 
240nm 处 的 光 吸 收 增加 。 该 取代 反应 在 碱 性 条 件 下 是 可 逆 的 ,可 以 重新 生成 组 氨 酸 残 基 。 在 水 洲 
液 中 ,特别 是 在 高 pH 的 情况 下 ,该 试剂 的 稳定 性 不 够 好 。 

E 肽 基 的 化 学 修饰 

精 氨 酸 残 基 含 有 1 个 强 碱 性 的 股 基 ,在 结合 带 有 阴离子 底 物 的 酶 的 活性 部 位 中 起 着 重要 作用 ， 
因此 对 精 氢 酸 残 基 的 修饰 研究 是 非常 重要 的 。 但 是 ,由 于 精 氢 酸 残 基 的 强 碱 性 ,因而 与 大 多 数 试剂 
很 难 发 生 修饰 反应 ,反应 所 需 的 高 pH 值 也 会 导致 酶 结构 的 破坏 ,而 一 些 二 手 基 化 合 物 则 能 够 在 中 
性 或 弱 碱 性 的 条 件 下 与 精 氢 酸 反应 (图 11 -5$) ,所 以 关于 精 氨 酸 残 基 的 化 学 修饰 试剂 的 研究 大 多 集 
PERE LA DE. 
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11-5 Wee Seth 
(1) 在 硼酸 盐 存 在 下 丁 二 酮 ;(2) 在 硼酸 盐 存 在 下 1,2 - HEM; (3) ELE 


丁 二 酮 和 1,2 - 环 已 二 酮 与 有 基 反应 可 逆 地 生成 精 氨 酸 - 丁 二 酮 复合 物 ,该 产物 可 以 与 硼酸 结 
合 而 稳定 下 来 。 上 述 反应 要 在 黑暗 中 进行 ,因为 本 二 酮 可 以 作为 光敏 性 反应 试剂 破坏 其 他 残 基 BF 
别 是 色 氨 酸 、 组 所 酸 和 酷 氨 酸 残 基 。 丙 酮 酸 激酶 是 众多 酶 中 精 氨 酸 残 基 修 饰 研究 的 一 例 , 伴 随 精 氨 
酸 残 基 的 修饰 , 酶 分 子 可 逆 地 失 活 , 底 物 保护 作用 说 明 酶 分 子 在 底 物 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 的 磷酸 结合 
位 点 具有 1 个 必需 的 精 氨 酸 残 基 。 
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F 三 硫 基 的 化 学 修饰 

同 琉 基 基 团 类似 , 二 硫 键 具有 其 特有 的 特性 可 以 用 来 进行 特异 的 修饰 ,通常 是 通过 还 原 的 方 
法 ,这 些 方 法 通常 与 某 些 琉 基 修 饰 方法 相 结合 以 阻止 再 氧化 成 二 硫 键 或 计算 断裂 开 的 二 硫 键 的 数 
目 。 用 斑 基 乙醇 将 二 硫 键 还 原 成 游离 玖 基 是 一 种 很 常用 的 方法 ,具有 高 度 的 选择 性 和 长 的 半衰期 。 
为 使 二 硫 键 充 分 还 原 , 反 应 应 该 在 有 变性 剂 的 存在 下 进行 ,并 且 由 于 反应 的 平衡 常数 接近 于 1, 必 
须 使 用 大 大 过 量 的 琉 基 乙醇 。 

应 用 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 和 它 的 差 向 异 构 体 二 硫 赤 从 糖 醇 (DIE) ,也 称 作 Cleland 试剂 ,一 定 程度 
上 缓解 了 大 过 量 的 还 原 试剂 使 用 的 问题 (图 11 - 6)。 由 于 第 二 步 反 应 是 分 子 内 反应 以 及 还 原 试剂 
形成 一 个 空间 上 有 利 的 环 状 二 硫 键 , 因 此 反应 平衡 向 还 原 蛋 白质 分 子 二 硫 键 的 方向 移动 。 羟 基 使 
得 Cleland 试剂 的 水 溶性 增强 JAR ASE RAR AOA RR. 
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图 11-6 三 硫 键 的 化 学 修饰 
(1) 2 Site 2 BE; (2) LDN PRAE (DIT) BX — iit as BEE AE ( DTE) ; (3) 过 甲酸 

it A Et FP PR ET FOOTE PY ee, A AE 
饰 , 二 硫 键 数目 的 测定 以 及 二 硫 键 位 置 的 确定 成 为 非常 重要 的 问题 。 酶 分 子 中 有 无 二 硫 键 , 是 链 内 
二 硫 键 还 是 链 间 二 硫 键 , 这 需要 用 实验 的 手段 子 以 确定 。 最 好 的 判断 方法 是 通过 NR/R( 非 还 原 / 还 
原 ) 双 向 SDS 电泳 技术 进行 鉴定 。 其 第 一 向 样品 未 经 还 原 处 理 ,而 第 二 向 样品 经 过 还 原 处 理 。 因 
此 , 既 无 链 内 二 硫 键 又 无 链 间 二 硫 键 的 酶 分 子 出 现在 对 角 线 上 (两 个 方向 电泳 的 迁移 率 相 等 ) ;存在 
链 间 二 硫 键 的 酶 分 子 , 由 于 链 间 二 硫 键 被 还 原 而 断裂 ,第 二 向 电泳 时 由 于 分 子 变 小 而 出 现在 对 角 线 
下 方 ; 只 有 含有 链 内 二 硫 键 的 蛋白 质 分 子 , 由 于 链 内 二 硫 键 被 还 原 ,使 分 子 伸展 而 体积 增 大 ,因此 出 
现在 对 角 线 的 上 方 。 二 硫 键 经 还 原 处 理 后 ,被 还 原 为 硫 基 ,一 般 情 况 下 很 易 自 动 氧化 回去 ,因而 需 
要 经 过 羧 甲 基 处 理 , 以 防止 重新 氧化 成 二 硫 键 。 


11.2.3 化 学 修饰 反应 的 条 件 控制 


酶 分 子 的 特性 反映 了 它 的 氨基 酸 组 成 的 变化 ,功能 基 团 的 解 离 状 态 的 改变 使 得 整个 复杂 的 维 
持 其 整体 构象 的 吸引 和 排斥 力 的 网 络 发 生 改变 ,进而 影响 到 酶 分 子 的 生物 学 活性 。 由 于 许多 化 学 
修饰 反应 主要 是 由 酶 分 子 的 整体 结构 所 控制 ,但 也 为 所 要 修饰 的 单个 或 一 类 基 团 的 情况 所 影响 , 因 
此 这 些 化 学 反应 对 于 所 处 的 反应 条 件 特别 敏感 。 在 设计 化 学 修饰 反应 时 ,仔细 的 选择 反应 条 件 是 
很 关键 的 一 步 。 
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上 述 修饰 氨基 酸 侧 链 基 团 的 反应 与 大 多 数 有 机 反应 不 同 的 一 个 重要 的 特征 是 反应 试剂 要 温和 
得 多 。 温 和 的 反应 条 件 是 防止 酶 分 子 变性 的 一 个 必要 条 件 。 除 非 在 实验 中 或 应 用 时 不 必 考 虑 酶 的 
生物 学 活性 , 才 会 采取 比较 剧烈 的 反应 条 件 。 例 如 , 酶 作为 某 些 商 业 粘 合剂 的 粗 原料 时 ,其 化 学 处 
理 可 以 采用 比较 剧烈 的 条 件 。 

在 所 有 影响 酶 分 子 的 化 学 修饰 反应 的 条 件 中 ,pH 值 是 最 重要 的 一 个 条 件 , 因 为 它 决 定 了 具有 
潜在 反应 能 力 的 基 团 所 处 的 可 反应 和 不 可 反应 的 离子 状态 

温度 也 是 一 个 必须 要 注意 的 条 件 ， 因为 温度 可 以 影响 到 活性 莹 基 的 微 环境 。 仔细 选择 温度 可 
以 减 小 或 防止 一 些 竞争 的 基 团 反应 。 在 低温 ( 约 - 10°C ) 情 况 下 用 甲酸 氧化 酶 可 以 使 反应 限制 在 半 
胱 氨 酸 、 胱 氨 酸 和 甲 硫 氮 酸 残 基 上 。 而 在 较 高 的 温度 下 ,甲酸 可 以 与 色 氢 酸 \ 栈 氨 酸 、 丝 氨 酸 以 及 苏 
氢 酸 残 基 发 生 反应 。 

一 些 试剂 在 水 溶液 中 不 溶 或 者 溶解 量 有 限 , 因 此 需要 一 些 有 机 浴 剂 来 帮助 溶解 。 不 幸 的 是 对 
于 大 多 数 酶 来 说 都 不 能 用 有 机 浴 剂 ,因为 有 机 溶剂 可 以 使 酶 变性 ,通常 会 产生 沉淀 。 尽 管 大 多 数 酶 
是 水 溶性 ,一 些 存在 于 膜 上 的 酶 却 只 有 在 去 拍 剂 的 帮助 下 才能 溶解 。 

在 某 些 情况 下 ,用 化 学 修饰 的 方法 来 定量 测定 酶 分 子 中 某 一 残 基 的 总 数 时 , 需 将 蛋白 质 分 子 充 
分 伸展 ,以 便 使 所 有 的 残 基 暴 露出 来 。 使 蛋白 质 分 子 充 分 伸展 常用 的 手段 是 用 变性 剂 变性 。 盐 酸 
县 和 脲 和 生物 化 学 家 所 喜爱 使 用 的 变性 剂 。 一 般 , 绝 大 多 数 球状 蛋白 质 分 子 在 8molL 脲 溶液 中 或 
在 Omol/L 盐酸 肌 溶 液 中 就 处 于 充分 伸展 的 状态 

Fg 11 - 7 为 月 溶液 对 肌 酸 激酶 和 盐酸 肌 深 液 对 氨基 栈 化 酶 的 空 间 结 构 的 影响 。 从 图 中 可 见 ， 
用 各 种 不 同 的 物理 和 化 学 手段 监测 都 表明 在 Smol/L ARPA A BK LE 6molL Fh RAILS HRP KE BFE 
分 伸展 。 从 图 中 还 可 以 看 到 , 半 胱 氨 酸 琉 基 随 着 肽 链 的 伸展 而 暴露 出 来 ,在 充分 伸展 的 状态 下 才能 
测 得 总 琉 基 数 。 


相对 变化 


脲 的 浓度 (mol/L) 
图 11-7 肌 酸 激酶 在 不 同 浓度 脲 溶 液 中 的 去 折 释 的 情况 
口 一 内 源 荧光 发 射 光谱 的 红 移 ;全 一 标记 基 团 的 荧光 发 射 光 谱 的 红 移 ; 
国 一 内 埋 琉 基 的 暴露 ;人 一 二 聚 体 的 解 聚 


11.3 有 机 大 分 子 对 酶 的 化 学 修饰 


酶 化 学 修饰 常用 的 修饰 剂 有 糖 及 糖 的 衍生 物 ( 如 有 旋 糖 栈 、 糠 肽 .Sephadex G-25、Polylactose 
等 ) 聚 乙 二 醇 大 分 子 多 聚 物 ( 如 乙烯 吡咯 烷 酮 乙烯 醇 乙 烯 乙酸 丙烯 酸 等 的 单 聚 或 共聚 物 ) , 具 
有 生物 活性 的 大 分 子 物质 (如 肝素 )` 蛋 白质 类 等 ,修饰 方法 亦 很 多 ,如 :省 化 氰 法 \ 高 碘 酸 氢化 法 .成 
RRS BRIE FAVE EAWRES. 
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现 以 聚 乙 二 醇 、 右 旋 糖 栈 、 糖 肽 .肝素 、 血 清白 蛋白 为 例 ,简要 介绍 一 些 化 学 修饰 方法 。 
11.3.1 EZ—8 


FE C, — 8 (polyethylene Glycol, PEG) 是 一 个 线性 分 子 , 它 的 分 子 式 为 : 
HO 一 CH 七 CH 一 0 一 C 卫 未 CH OH 
聚 乙 二 醇 具 有 良好 的 生物 相 溶性 , 它 在 体内 不 残留 .无 毒 无 抗原 性 , 故 是 一 种 优良 的 修饰 剂 。 
其 修饰 方法 主要 有 : | 
11.3.1.1 三 氨 均 嗪 法 
Cl 


= RIE Gos >sd 上 的 氧 原子 很 活泼 ,容易 产生 亲 核 取代 反应 。 当 环 上 一 个 氧 原 ， 


Cl 
子 被 取代 后 ,能 够 稳定 其 他 的 碳 一 氯 键 。( 第 一 个 氯 原子 在 4 所 就 能 反应 ,第 二 个 氯 原子 25 气 反应， 
第 三 个 氧 原 子 则 要 到 BOCA RI), = ALB PEC 形成 修饰 酶 的 反应 如 下 : 
Cl 


HO—CH,--CH,—O—CH,CH,—OH+ N- > -al 一 
AN 


Cl 
Cl 
n—< 
HOCH 上 CH OCH, 3xCH,—0-—< oN 
‘ee 
Cl 
(活化 PEG) 
通过 石油 醚 抽 提 或 减 压 蒸馏 得 到 活化 的 PEG. 
Cl 
| 
HOCH 上 cHEOCB 玉 CELLO-LC oN +HEN- 捕 
0= 改 Ae - 
Cl 
Cl 
ee 
OH po 人 
HOCB 上 CHOCH 末 CH 一 0 N 
pak 
NH 
(修饰 酶 ) 


11.3.1.2 BRE 
此 修饰 方法 是 将 PEG 链 端 羟基 转化 成 到 氮 基 ,然后 与 酶 反应 ,整个 反应 如 下 : 
A PEG PAP RS oS 


PEG 5 Aaa RT Re BAR oe AE BK PEG 甲 氧 甲 酰 甲 酯 。 
室温 放置 过 夜 后 
100%4h 


PEG - OH + Na 一 ~PEC - ONa + CICH, CO =- O — COCH, PEG - OCH, COOCH, 


用 减 压 蒸 馅 法 除去 过 量 的 试剂 。 
B PEG 酰 肝 的 制备 
第 一 步 反 应 产物 与 肝 反 应 生成 相应 的 酰 肝 化 合 物 。 


回 
PEG - OCH, - CONHNH, 


PEG = OCH, COOCH, 5 H, N Sig NH, * H,0O 
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用 减 压 蒸馏 法 得 到 产物 。 

C PESG 羧 甲 基本 所 化 物 制备 

PEG 栈 肝 化 合 物 经 亚 硝酸 作用 后 生成 活化 PEG. 

PEG - OCH, CONHNH, + NaNO, + HCl = PEG — 0 — CH, CON, 
(活化 PEG) 
D 活化 PEG 与 酶 交 联 
PEG - OCH, CON, + EN 一 | 酶 | — PEG - OCH, - CONH - 
(修饰 酶 ) 

11.3.1.3 琥珀 酸 栈 法 

FAIR RRA ETE PEG 的 活化 剂 。 活 化 反应 在 温和 的 碱 性 条 件 下 进行 ,产物 与 酶 分 子 
上 和 氨基 产生 交 联 反应 。 

1) PEG 活化 反应 


SN 
co) 品 


| 
ee PEG—O— C—CHBr—CHBr—CO0H 


Br—CH—C 


7 
io) 


(活化 PEG) 
经 过 减 压 浓缩 得 到 活化 PEG。 也 可 用 a, 8 BREF ET TE ATE tal. 
2) 修饰 反应 


| 
PEG—O— C—CHBr—CHBr—COOH + IN 一 | 酶 


ioe 
一 ~PEC 一 0 一 C 一 CHBr 一 CHBr 一 CH 一 | 酶 


(修饰 酶 ) 
is.14 £5 
重 氮 化 反应 主要 是 将 修饰 剂 上 有 关 基 团 转变 为 重 氮 基 团 RGSS EA FSBO LY 
基 、 咪 唑 基 等 反应 ,生成 修饰 酶 。 
1) 对 - 硝 基 茶 基 化 合 物 法 
以 对 - 硝 基 苹 基 氯 作为 PEG 活化 剂 。 


(1) PEG 活化 反应 
HO—PEG + NO 一 人 —cH, ——— 


化 
no,—<__S—ch, 0 一 PEC AE -NH,—<__S—CH,0—PEG 
Ni 高 压 
Get —CH, O—PEG 


(活化 PEG) 
(2) 修饰 反应 


N—< _S—ch,o—PEG + \—-pec—ocn,< Yn 一 N 一 荐 | 


(修饰 酶 ) 
2) N FRASER HA BRE 
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i | 
A inci PES GG 
PEG—OH + 
4 OH- 
C 
-本 H,N 
| 
+ Sagal PEG -v—C 
a (活化 PEG) 
N, 
| | 
Ce 0—C PEC-~ OG 
+ | 酶 | 一 ~ 
N, N=N 
(修饰 酶 ) 


11.3.2 AmB RA ea RB 


右 旋 糖 栈 是 由 o -葡萄糖 通过 wu - 1,6 糖苷 键 形成 的 高 分 子 多 糖 , 具 有 较 好 的 水 溶性 和 生物 相 
容 性 ,可 用 作 代 血浆 , 右 旋 糖 栈 硫 酸 酯 是 多 糖分 子 结构 中 的 羟基 与 硫酸 成 酯 而 得 。 多 糖 链 上 的 双 羟 
基 结 构 经 活化 后 可 与 酶 分 子 上 自由 氨基 结合 。 

11.3.2.1 BUH 

糖分 子 上 邻 双 羟基 在 省 化 氰 作用 下 活化 ,然后 在 碱 性 条 件 下 与 酶 分 子 上 氮 基 反应 ,产生 共 价 结 
合 。 反 应 过 程 为 : 


CN GS me Ufo Pn 


Cate CRM) 


EER eye 


(活性 高 ) (无 活性 ) 


Exe 从 


HN=C-NH{ i] 


(ASW) 


酶 


二 
2] 
[四 | 
= |? 
ie) 
= 
oN 
27s 
(e) 
= 
° 
aa 
ml! 


Il 
N 
右 旋 糖 本 省 化 氰 法 修饰 酶 时 , 右 旋 糖 栈 的 活化 是 关键 的 一 步 。 为 了 能 得 到 既 含 有 较 多 的 活性 
基 团 ,又 保持 水 可 溶性 的 活化 右 旋 糖 本 ,人 们 摸索 总 结 出 的 活化 反应 要 点 如 下 。 
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1) 活化 反应 体系 中 溴 化 氰 用 量 不 能 过 多 ,一 般 以 省 化 氰 : 右 旋 糖 本 为 0.5:1( 质 量 比 ) 或 更 少 为 
宜 。 这 主要 是 减少 右 旋 糖 栈 在 活化 时 产生 过 多 的 自身 交 联 ,导致 产物 水 溶性 降低 。 

2) 当 所 用 的 右 旋 糖 栈 分 子 量 为 17 000 ~ 2 000 000 时 ,活化 体系 中 右 旋 糖 本 浓度 应 控制 在 
10mg/ml 左右 ,因为 随 着 右 旋 糖 栈 分 子 量 的 增加 ,水 溶性 减 小 。 

3) 溴 化 氰 要 分 次 加 入 反应 体系 中 ,并 激烈 搅拌 ,这 是 为 了 防止 省 化 氰 自身 水 解 和 反应 体系 中 
局 部 溴 化 氰 浓度 过 高 引起 产物 水 溶性 降低 。 通 常 加 入 固体 省 化 氰 效果 比 加 入 液体 省 化 氰 好 。 

4) 活化 反应 要 在 4 台 下 进行 , 待 体 系 中 pH 值 保 持 一 段 时 间 不 变 后 即 为 反应 终点 。 

5) 活化 的 右 旋 糖 栈 冷 冻 干 燥 后 水 溶性 常会 降低 。 

11.3.2.2 高 碘 酸 氧化 法 

高 碘 酸 能 通过 氧化 邻 双 羟基 结构 而 将 葡萄 糖 环 打开 ,形成 的 高 活性 醛 基 与 酶 分 子 上 氮 基 反应 ， 
使 右 旋 糖 栈 和 酶 共 价 结合 。 反 应 过 程 为 : 


人 
wee a a 


反应 产物 A) 反应 产物 (B) 


fe Vvoutess nate 


(活化 右 旋 糖 醋 ) 


NaBH, 0 要 NaNo。 
HO 人 de Me HO (.. Es 


oo 


N. 
(stim) = ~O--—-{] 


1) AFR (A) A BE, TF a PS E(B) « 

2) AR RRS AY RR ATE HALEE. 4ARRERHWA 
化 程度 达到 20% ~ 25% ,与 酶 具有 较 高 的 结合 率 。 

3) 修饰 酶 生成 后 ,用 四 氢 硼 钠 还 原 的 反应 比较 激烈 ,对 酶 活 影响 较 大 ,因此 可 考虑 在 酶 与 右 旋 
糖 栈 间 增加 一 个 手臂 (如 联 匠 胺 ) 来 减 小 酶 的 失 活 。 


11.3.3 档 胸 


糖 肽 一 般 是 通过 纤维 蛋白 酶 或 蛋白 水 解 酶 降解 人 纤维 蛋白 或 yx - 球 蛋白 而 得 。 由 于 糖 肽 结构 
上 含有 氨基 ,所 以 经 活化 后 能 与 酶 分 子 上 氨基 反应 而 产生 共 价 结合 。 常 用 的 有 以 下 两 种 方法 。 

11.3.3.1 异 氛 酸 法 

糖 肽 在 低温 条 件 下 用 2,3 - 异 氰 酸 甲苯 活化 ,再 在 碱 性 条 件 下 与 酶 交 联 。 
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NCONH (* 
see = ae © 
(活化 糖 肽 ) 


niet ta 人 (修饰 酶 ) 


11.3.3.2 不 二 醛 法 
用 双 功 能 试剂 成 二 醛 将 糖 肽 的 氢 基 活化 ,然后 与 酶 分 子 上 氨基 反应 生成 修饰 酶 。 


NH, + HOC (CH2)3 CHO —+ (1 )-n-g- te, —oHo 


(活化 糖 肽 ) 
H2N 一 | 酶 
(mit) N=—C— (CH)s—c—n{ Bt] C1 Hi) 


11.3.4 具有 生物 活性 的 大 分 子 物质 
肝素 是 一 种 含 硫酸 酯 的 粘 多 糖 , 由 氨基 葡萄 糖 和 两 种 糖 醛 酸 组 成 ,平均 分 子 量 20 000 左右 。 


CH20S03 COO- noes 


H H H 4H Q 0 
OO- O 
OOH OH OH 
ONOE 0 4 0 
—s NHSO} OH NHSO3”" 


肝素 不 仅 与 其 他 大 分 子 修饰 剂 一 样 , 共 价 交 联 于 酶 后 可 增加 酶 的 稳定 性 ,同时 由 于 肝素 在 生物 
体内 还 具有 抗 凝 血 、 抗 血栓 、 降 血脂 等 活性 ,因此 ,更 适 于 用 来 修饰 溶解 血栓 酶 类 以 增加 疗效 。 根 据 
肝素 结构 特性 ,常用 下 面 的 修饰 方法 。 

11.3.4.1 ROLE 

FARR BE OTR FE PRE, A ea Bt FE AEM, , AE 


COOH CH20S03 
f. Kon Yer Poof sme 一 -一 


RNH 一 一 NR- 
C=O CH20S03 
家 H H HoN—{ii] 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 
o NOH OoH o 
OSO3 NHSO3~ ” 
(活化 肝素 ) 
; 
i 
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11.3.4.2 =A KK 
用 三 氯 均 嗪 活化 肝素 分 子 上 羟基 ,然后 和 酶 分 子 上 氮 基 反应 生成 修饰 酶 。 


站 CH20S03 Cl 
H 
本 er" Se OH™ 
° OH O. KOH | 一 
= Cl?) SN 2Gl 
OH 


NHSO3 


4 COOH Wyse" 
ace! HaN—[ei] ,od OH™ 


O fete 
nANn 


cr a (活化 肝素 ) 


COOH CH20S03 
H H H 
O. KOH 
ooH 
O NHSO3~ ” 
NAAN 


| 
cA (修饰 酶 ) 
11.3.4.3 省 化 氛 法 


用 溴 化 氰 活化 肝素 分 子 上 邻 双 羟 基 , 然 后 和 酶 分 子 上 所 基 反 应 生成 修饰 酶 。 具 体 反 应 参 
旋 糖 酥 省 化 氰 活化 修饰 法 。 


11.3.5 蛋白 质 类 及 其 他 
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A 


血浆 蛋白 质 是 血浆 中 的 天 然 组 分 ,它们 和 其 他 蛋白 质 (包括 酶 类 ) 的 复合 物 在 血液 中 有 可 能 被 


11.3.5.1 RoR 


HAE A AK ORE RHE, BARA AM Fb EME RM, 


wits + Hn [ECHO (CH), — CHO 

N=CH—(CH,),—CH=N—|8#] (修饰 酶 ) 

N=CH—(CH,), —CH=N © 
副 
产 


[i /-N=cH— (CH.), —cH=N-[] ¥ 


视 为 "自体 蛋白 "而 被 接受 。 同 时 由 于 血浆 蛋白 质 具 有 较 大 的 分 子 量 ,在 改进 酶 性 质 上 效果 更 明显 ， 
因此 ,已 被 认为 是 具有 较 大 优越 性 和 前 途 的 一 类 修饰 剂 ,其 中 人 血清 白 蛋 白 (以 下 简称 白 蛋 白 ) 是 目 
前 研究 较 多 的 一 种 酶 修饰 剂 ,其 修饰 方法 主要 有 以 下 几 种 。 


生成 修饰 


此 修饰 反应 由 下 列 因素 控制 :(1) 双 功 能 基 团 与 蛋白 质 和 溶剂 的 相对 反应 速度 ;(2) 双 功 能 基 


团 与 酶 和 白 蛋 白 的 相对 反应 速度 (这 与 蛋白 质 上 可 反应 基 团 的 数目 有 关 );(3) 分 子 间 交 联 速度 与 
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分 子 内 交 联 速度 的 相对 关系 (高 蛋白 质 浓 度 可 能 有 利于 分 子 内 交 联 );(4) 白 蛋白 和 酶 的 反应 分 子 
比例 。 

11.3.5.2 RoBLRE 

Fe A PL ie — RE AFA SB Ts 5 EP: 


_: ey (修饰 酶 ) 
白 蛋白 _RN=C=NR’ 
| ie ‘ 
ae | ¢_na 
P \2 


is 
(t-te) & 


SK EXE PITT IE PAT Bl , A A FE a YE Be = RR VE CR Fi RE BF, FZ 
应 产物 不 仅 有 修饰 酶 ,而 且 还 有 酶 分 子 间 和 白 蛋 白 之 间 的 交 联 副 产 物 ,这 直接 影响 了 修饰 酶 的 收 
率 。 

另外 从 许多 报道 来 看 ,在 运用 上 述 两 修饰 方法 时 ,反应 结束 后 酶 活 损失 较 大 。 这 主要 原因 可 能 
是 在 修饰 反应 过 程 中 ,活泼 的 双 功 能 交 联 剂 不 仅 与 蛋白 质 的 氨基 羧基 反应 生成 修饰 酶 ,而 且 还 可 
能 与 酶 活 必需 基 团 ,如 组 氢 酸 \ 栈 氨 酸 的 环 结构 , 半 胱 氨 酸 的 玉 基 等 发 生 反应 ,导致 酶 失 活 。 

鉴于 以 上 原因 ,人 们 目前 在 进行 白 蛋 白 修 饰 酶 反应 时 , 常 在 反应 体系 中 加 入 酶 专 一 性 底 物 来 保 
护 酶 活性 部 位 ,虽然 效果 不 尽 理想 ( 见 表 11 -1)。 最 近 国内 报道 的 活性 酯 法 新 工艺 把 白 蛋 白 修饰 酶 
的 研究 推进 了 一 步 。 

表 11-1 成 二 醛 法 白 蛋 白 修 饰 酶 的 酶 活 回收 率 


酶 反应 条 件 酶 活 回收 率 


RRB 加 尿酸 保护 ， 66% 
尿酸 酶 一 4% 
a -葡萄 糖苷 酶 加 合成 底 物 保护 35% ~ 60% 


1 -天 门 冬 酰胺 酶 加 天 门 冬 氢 酸 保护 60% 
尿 激 酶 一 45% ~ 50% 


11.3:$.3“ 活 性 酯 法 

活性 酯 法 白 蛋白 修饰 酶 工艺 是 根据 多 肽 合成 原理 发 展 起 来 的 ,主要 特点 是 反应 条 件 温 和 ,避免 
了 活泼 的 双 功 能 交 联 剂 直接 与 酶 接触 所 可 能 产生 的 酶 失 活 ,减少 了 副 反 应 的 产生 。 根 据 我 们 的 经 
验 , 用 活性 酯 法 以 白 蛋白 修饰 尿 激酶 ,在 不 用 底 物 保护 酶 活性 部 位 的 条 件 下 , 酶 活 回收 率 仍 高 达 
0%VWE ,结合 率 高 达 80 色 以 上 。 下 面 是 活性 酯 法 工艺 过 程 。 

1) BEAR 


Vm O 
Coon | 
ASA }-NH: + F 0 —— ( 4&4 }/-NH—C—( CH), — COOH 
on 
DO 


这 步 反 应 通过 白 蛋白 和 琥珀 酸 本 作用 后 ,使 白 蛋白 分 子 表面 的 氨基 琥珀 酰 化 。 这 既 提 供 了 大 
量 的 活性 酯 反应 必需 基 团 一 一 羧基 ,又 防止 了 在 活性 酯 反应 时 白 蛋白 产生 自身 交 联 。 
2) 活性 酯 形成 反应 
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O 
| RN—C =NR’ 
NH—C— (CH2)2,— COOH + HO -<_\-vo: 一 一 


O O 


I 
NH-C—(CH:),—C—o _\-no. (活性 酶 ) 


琥珀 酰 化 白 蛋 白 在 痰 二 亚 胺 作用 下 与 对 硝 基 苯 酶 形成 了 活性 酯 ,除去 小 分 子 活泼 交 联 剂 后 ,将 
得 到 的 大 分 子 白 蛋白 活性 酯 用 于 与 酶 进行 共 价 交 联 。 
3) 修饰 反应 


O O 
| ll 

NH—C— ccu.—c—0-¢_\-no: + EN-| |——> 
i O 

wi-C-cuy,—t-n-[i] + 10 -Y—no. 


(修饰 酶 ) 


由 于 白 蛋白 活性 酯 的 反应 活泼 性 ,使 酶 与 白 蛋 白 形成 了 良好 的 交 联 ,同时 小 分 子 交 联 剂 作为 酶 
与 白 蛋白 之 间 的 “手臂 "防止 了 白 蛋 白 形 成 对 酶 活 的 空间 障碍 ,得 到 了 高 酶 活 回 收 率 。 


11.4 修饰 酶 的 性 质 及 特点 


酶 修饰 后 其 酶 学 性 质 会 发 生变 化 ,其 中 以 热 稳 定性 、 体 内 半衰期 及 抗原 性 减 小 等 变化 最 为 显 
著 。 


11.4.1 热 稳 定性 


许多 修饰 剂 分 子 存在 多 个 活性 反应 基 团 ,因此 常常 可 与 酶 形成 多 点 交 联 ,相对 固定 酶 的 分 子 构 
象 ,增强 酶 的 热 稳定 性 。PESG 修饰 酶 在 热 稳定 性 上 没有 明显 提高 ,主要 可 能 是 PEC 和 酶 是 单 点 交 
- 联 ,相对 的 难以 产生 固定 酶 分 子 构象 的 效应 。 

酶 催化 功能 的 发 挥 需要 这 种 高 度 有 序 的 天 然 构象 来 保证 。 如 果 从 热力 学 角度 看 , 酶 天 然 构象 
高 度 有 序 , 箭 值 小 ,应 该 说 是 不 稳定 的 ,但 是 酶 分 子 结构 中 内 部 基 团 间 的 相互 作用 、 基 团 与 外 相 水 溶 
液 间 的 相互 作用 ,能 产生 补偿 性 的 妈 值 和 业 值 ,使 整个 酶 分 子 结构 的 箭 值 最 后 处 于 一 种 平衡 状态 ， 
紧密 有 序 的 构象 得 以 维持 。 当 酶 发 生 热 失 活 时 ,虽说 是 一 个 复杂 的 过 程 , 但 现在 人 们 普遍 认为 : 主 
要 是 因为 酶 分 子 内 基 团 间 的 相互 作用 在 受热 情况 下 发 生 了 变化 ,原先 的 平衡 力 受 到 了 破坏 ,于 是 酶 
分 子 天 然 构 象 就 向 热力 学 上 科 值 高 方向 变化 , 即 从 紧密 有 序 趋 于 随机 松散 , 拆 和 至 结构 打开 ,最 终 导 
致 了 酶 催化 功能 的 丧失 。 

酶 化 学 修饰 则 是 基于 上 述 观点 ,从 增强 酶 天 然 构 象 的 稳定 性 着 手 来 减少 酶 热 失 活 。 酶 化 学 修 
饰 通过 将 酶 与 修饰 剂 交 联 后 ,就 可 能 使 酶 的 天 然 构象 产生 刚性” ,不 易 伸 展 打开 ,并 同时 减 小 酶 分 
子 内 部 基 团 的 热 振动 ,从 而 增强 酶 的 热 稳定 性 , 见 表 11 - 2。 
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表 11-2 See 


KR | =F Oo | 
多 

右 旋 糖 酝 37%/100min 37%/100min 100 

A he 88 BF 65C/2.5min 65°C/63min 50 
8B- 淀 粉 酶 右 旋 糖 酝 60°C/Smin 60/175min 50 
ee A AA he 8 BF 100°C /30min 100°C/30min 64 
过 氧化 氢 酶 右 旋 糖 酝 50%/10min 50%C/10min 90 
溶菌 酶 A eee Bt 100°C /30min 100°C /30min 99 
a — BEE A Be 右 旋 糖 本 37%C/6h 37%C/6h 70 
B- 葡 萄 糖苷 酶 A hee BF 60°C/40min 60°C/40min 82 
尿酸 酶 人 血清 白 蛋 白 37%/48h 37%/48h 95 
a- 葡 萄 糖苷 酶 人 血清 白 蛋白 55C/3min 55C/60min 50 
L-KNAGERS 人 血清 白 蛋 白 37%C/4h 37°C/40h 50 
尿 激酶 人 血清 和 白 蛋 白 60%/5h 60%C/5h 85 
尿 激 酶 聚 丙 烯 酰胺 -丙烯 酸 37%/2d 37%/2d 100 
REA 37C/6h 37T/24h 80 
工 -天 门 冬 酰胺 酶 60%/10min 60°C/10min 63 
8 AS 50°C/4h 50T/4h 71 
ARAKI BRR 45°C/10min 45°C/10min 增加 
BEE A 聚 (N -乙烯 吡咯 烷 酮 ) ”| 75°C/117h 75%/117h 100 


工 -天 门 冬 酰 胺 酶 聚 两 氨 酸 50°C/7min 50°C/22min 


11.4.2 抗原 性 


有 些 修 饰 剂 在 消除 酶 抗原 性 上 并 无 作用 。 璧 如 PVP 修饰 酶 在 重复 用 于 体内 后 ,会 诱导 机 体 产 

抗体 使 酶 失 活 。 糖 类 物质 包括 右 旋 糖 醋 也 不 容易 消除 酶 抗原 性 ,这 类 修饰 酶 在 体内 仍 可 诱发 过 
敏 反应 。 现 在 比较 公认 的 是 PEGC 和 人 血清 白 蛋 白 在 消除 酶 抗原 性 上 效果 明显 。 

酶 分 子 结构 上 除了 有 蛋白 水 解 酶 的 “ 切 点 "外 ,还 有 一 些 氨基 酸 残 基 组 成 了 抗原 决定 篮 , 当 酶 作为 
异 源 蛋白 进入 机 体 后 ,就 会 诱发 产生 抗体 ,抗原 -抗体 反应 不 但 能 使 酶 失 活 , 且 会 对 人 体 造 成 伤害 及 
危险 ,但 是 ,通过 酶 化 学 修饰 ,有 些 组 成 抗原 决定 篮 的 基 团 与 修饰 剂 形成 了 共 价 键 ,这 样 就 可 能 破坏 
了 酶 分 子 上 抗原 决定 篮 的 结构 ,使 酶 的 抗原 性 降低 乃至 消除 。 同 时 ,大 分 子 修饰 剂 也 同样 能 遮盖 
抗原 决定 簇 和 阻碍 抗原 抗体 产生 结合 反应 。 修 饰 酶 的 抗原 性 变化 见 表 11- 3。 


表 11-3 修饰 酶 的 抗原 性 变化 


fe 抗原 性 
胰 蛋 白 酶 PEG 消除 
it AA Bs PEG 消除 
MAR PEG 消除 
Ae FF be a PEG 消除 
尿酸 酶 PEG 消除 
谷 氨 酰 胺 酶 -天 门 冬 酰胺 酶 PEG 消除 
BAM PEG 消除 
工 - 天 门 冬 酰 胺 酶 PEG 消除 
超 氧化 歧化 酶 A&A 消除 
工 - 天 门 冬 酰胺 酶 白 蛋 白 消除 
a- 葡 萄 糖苷 酶 白 蛋 白 消除 
尿酸 酶 白 蛋 白 消除 
尿酸 氧化 酶 PEG 消除 
核糖 核酸 酶 聚 DL - 丙 氮 酸 降低 
链 激 酶 PEG 消除 
fee A  DL-AAR 降低 
EL- 天 门 冬 酰胺 酶 聚 DL -两 所 酸 降低 
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11.4.3 体内 半衰期 


许多 酶 经 过 化 学 修饰 后 ,由 于 增强 了 抗 蛋白 水 解 酶 . 抗 抑制 剂 和 抗 失 活 因子 的 能 力 以 及 对 热 稳 
定性 的 提高 ,体内 半衰期 都 比 天 然 酶 延长 ,这 对 提高 药 用 酶 的 疗效 具有 很 重要 的 意义 , 见 表 11 - 4。 


表 11-4 天 然 和 修饰 酶 的 体内 半衰期 对 比 


半衰期 或 酶 活 残留 率 (% )/ 时 间 


3.5h 
1.4h 
16% /2h 


FRAKBS C 
AR 

a- 淀 粉 酶 

谷 氨 酰 胺 酶 -天 门 冬 酰胺 酶 
工 -天 门 冬 酰胺 酶 

尿酸 酶 

a -葡萄 糖 昔 酶 
超 氧 物 歧化 酶 

尿 激酶 

氨基 已 糖苷 酶 A 
精 氨 酸 酶 

腺 苷 脱 氨 酶 

L -天门 冬 酰胺 酶 

过 氧化 氢 酶 

尿酸 酶 


75%/2h 
8.2h 
21h 
20h 
3h 
4h 
90min 
35min 
12h 
28h 
24h 
10%/8h 
65% /3h 


0%/6h 
18%/3h 


11.4.4 最 适 pH 


有 些 酶 经 过 化 学 修饰 后 ,最 适 pH 发 生变 化 ,这 在 生理 和 临床 应 用 上 都 有 意义 ( 见 表 11-5). 
例如 猪 肝 尿酸 酶 的 最 适 pH 值 为 10.5, 在 pH 值 为 7.4 生 理 环境 时 仅 剩 5% ~ 10% 酶 活 , 但 用 白 蛋 白 
修饰 后 ,最 适 pH 范围 扩大 , 当 在 pH 值 为 7.4 时 仍 保留 有 60 色 酶 活 ,这 就 更 有 利于 酶 在 体内 发 挥 作 
用 。 解 释 这 一 现象 的 假设 是 修饰 尿酸 酶 的 微 环 境 更 稳定 , 当 酶 在 pH 值 为 7.4 时 , 酶 活性 部 位 仍 能 
处 于 相对 偏 碱 的 环境 内 行使 催化 功能 ,或 者 是 修饰 酶 被 “固定 "于 一 个 更 活泼 的 状态 ,并 且 当 基质 
pH 值 下 降 时 , 酶 仍 能 保持 这 种 活泼 状态 使 催化 功能 不 受 影响 。 


表 11-5 天 然 和 修饰 酶 的 最 适 pH 对 比 


尿酸 酶 ( 猪 肝 ) 
糜 蛋 白 酶 

Ng We 3 - 链 烷 羟 化 酶 
尿酸 酶 ( 猪 肝 ) 

产 肝 假 丝 酵母 尿酸 酶 


再 如 时 吹 - 3 - 链 烷 羟 化 酶 修饰 后 ,最 适 pH 值 从 3.5 变 到 5.5。 这 样 在 pH 值 为 7 左右 时 ,修饰 
酶 酶 活 比 天 然 酶 增加 3 倍 , 在 生理 环境 下 修饰 酶 抗 肿瘤 效果 要 比 天 然 酶 大 得 多 。 


258 现代 酶 学 


(11.4.5 酶 学 性 质 的 变化 


绝 大 多 数 酶 经 过 修饰 后 ,最 大 反应 速度 V,, 没有 变化 。 但 有 些 酶 在 修饰 后 , 米 氏 常数 K,, 会 增 
大 。 据 研究 认为 ,这 可 能 主要 是 交 联 于 酶 上 的 大 分 子 修 饰 剂 所 产生 的 空间 障碍 影响 了 底 物 对 酶 的 
接近 和 结合 。 但 人 们 同时 认为 ,修饰 酶 抵抗 各 种 失 活 因子 的 能 力 增 强 和 体内 半衰期 的 延长 ,能 够 弥 
Fb 天 。 增 大 的 缺陷 ,不 影响 修饰 酶 的 应 用 价值 , 见 表 11- 6. 


表 11-6 天 然 酶 和 修饰 酶 的 K,, Wk 


EA ARH AS - 

猪 肝 尿 酸 酶 PEG 2x 1075 7x 10-5 
F Fic lB 22 EAT BR RS PEG 5x 1075 5.6x 107° | 
L-AINA RB ASA 4x 1075 6.5x 1075 

尿酸 酶 ASA 3.5x107> 8x 1075 

Ae EF BLS BS 右 旋 糖 酝 3x10-5 7x 10-5 

NG|AR— 3 - 链 烷 羟 化 酶 FEA in 2.4x 107° 7.0x 10~° 

N5|DR- 3 HE cE 聚 顺 丁 烯 二 酸 2.4x10-5 3.4x10-5 

猪 肝 尿 酸 氧化 酶 PEG. 2x 1075 6.9x 1075 

F* Fite 22 BEES PRR AA PEG 5.0x 107° 5.6x10-> 

MARS PEG 6.0x 1073 1.2x 107? 

谷 氮 酰 胺 酶 -天 门 冬 酰胺 酶 PRK 不 变 

胰 和 蛋白酶 Ae ea Bt 不 变 

工 -天 门 冬 酰 胺 酶 变 


11.4.6 ”对 组 织 的 分 布 能 力 变 化 


一 些 酶 经 化 学 修饰 后 ,对 组 织 的 分 布 能 力 有 所 改变 ,能 在 血液 中 被 靶 器 官 选择 性 地 吸收 。 

11.4.6.1 au- 葡 萄 糖苷 酶 

Pmepes 病 主要 是 由 于 糖 原 贮 积 于 肝 细 胞 的 二 级 溶 酶 体 所 造成 的 。 因 此 在 用 0 — 7 
行 治疗 时 ,希望 酶 在 体内 尽量 避免 受到 吞噬 细胞 的 破坏 ,尽快 到 达 肝 细胞 。 现 在 人 们 已 知 , 肝 细 胞 
上 具有 特异 性 的 白 蛋 白 受 体 ,因此 用 白 蛋 白 修饰 酶 后 ,能 有 利于 肝 细 胞 对 酶 的 摄 人 ,使 更 多 的 酶 到 
达 靶 位 发 挥 作用 , 见 表 11-7. 


表 11-7 天 然 和 修饰 -葡萄 糖苷 酶 的 分 布 能 力 对 比 


肝 细胞 摄 人 /吞噬 细胞 摄 人 


0.10.01 
0.20.03 


APS BASE A ( % ) 


注入 量 的 35 
11.4.6.2 Rit Aye 


PRA LSA) BS FE A RAE i, FAR HE kA BE ST , 3 PE HY FS oA YT 
是 聚 赖 氨 酸 增加 了 酶 分 子 上 正 电 荷 , 因 为 当 聚 赖 氨 酸 上 氨基 被 酰 化 后 ,修饰 酶 就 不 表现 出 细胞 穿 透 
力 增 强 的 现象 , 见 表 11- 8。 


表 11-8 天 然 和 修饰 辣 根 过 氧化 物 酶 的 细胞 穿 透 力 对 比 


ao- 葡萄 糖苷 酸 
白 蛋白 修饰 -葡萄 糖苷 酶 


Re 避 细胞 抽 提 液 中 酶 含量 ( 24000) 
x 0 
PRL AC 0.002 
HA AR tn RR LU 0.159 
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11.4.6.3 溶菌 酶 

天 然 溶菌 酶 几乎 不 被 肝 细 胞 吸收 ,用 唾液 酸 苷 酶 处 理 后 也 没有 变化 。 但 溶菌 酶 与 胎 球 蛋白 来 
源 糖 肽 交 联 后 ,再 用 唾液 酸 苷 酶 除去 糖 肽 末端 唾液 酸 , 姑 露 出 半 乳 糖 残 基 ,就 很 快 能 被 肝 细胞 吸收 。 
如 果 用 半 乳 糖苷 酶 除去 半 乳 糖 , 则 肝 细 胞 的 吸收 又 马上 下 降 。 由 此 可 见 , 肝 细 胞 表面 有 特异 性 的 半 
乳糖 受 体 来 识别 和 结合 半 乳 糖分 子 , 而 此 修饰 方法 也 能 使 一 些 酶 或 药物 被 肝 吸 收 加 快 , 见 表 11-9。 


表 11-9 天 然 和 修饰 溶菌 酶 的 肝 摄 入 量 对 比 
每 分 钟 肝 摄 人 量 ( 驳 ) 


32 
3.5 


天 然 溶菌 酶 
唾液 酸 糖 肽 修饰 溶菌 酶 
脱 唾液 酸 糖 肽 修饰 溶菌 酶 


同 理 , 用 聚 乳 糖 修饰 工 - 天 门 冬 酰胺 酶 后 ,由 于 肝 细 胞 的 特异 性 受 体 能 和 乳糖 的 非 还 原 端 半 乳 
糖 结合 ,使 得 聚 乳糖 修饰 工 -天 门 冬 酰胺 酶 在 进入 体内 10min 后 即 被 肝 细 胞 吸收 ,而 此 时 ,90 儿 的 天 
然 酶 还 存留 于 血液 中 。 

综 上 所 述 ,可 以 看 到 酶 化 学 修饰 这 项 新 技术 在 一 定 程度 上 将 会 大 大 改善 天 然 酶 的 一 些 不 足 之 
处 ,使 其 更 适用 于 实际 应 用 需要 。 在 各 种 客观 条 件 下 ,如 何 保持 酶 的 稳定 性 是 一 个 首要 的 问题 , 它 
不 仅 可 以 降低 使 用 成 本 、 延 长 使 用 寿命 改善 反应 条 件 , 还 可 改变 最 适 反 应 pH, 降 低 K。, 提高 K;, 
减少 或 消除 抗原 性 ,增加 抗 蛋白 酶 水 解 能 力 , 甚 至 使 酶 分 子 具 备 对 细胞 的 亲和力 或 穿 透 性 ,这些 都 
是 在 实际 应 用 中 急需 改进 和 解决 的 关键 技术 。 酶 化 学 修饰 可 以 在 这 方面 发 挥 作用 。 

当然 , 酶 的 化 学 修饰 不 是 酶 分 子 工程 的 全 部 内 容 。 随 着 酶 构 效 关系 的 进一步 研究 发 展 , DNA 
重组 技术 的 建立 ,使 人 们 在 一 定 程 度 上 摆脱 了 对 天 然 酶 的 依赖 。 近 十 年 来 ,基因 工程 的 发 展 使 人 们 
较 容 易 地 克隆 各 种 酶 基因 、 并 使 其 在 生物 中 高 效 表 达 。 目 前 已 有 百 余 种 酶 基因 克隆 成 功 ,有 的 已 经 
或 即将 投入 生产 。 
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12 酶 化 学 修饰 的 定量 处 理 
及 不 可 逆 抑 制 动 力学 


用 于 蛋白 质 分 子 侧 链 基 团 化 学 修饰 的 试剂 种 类 众多 ,但 是 , 除 少 数 试 剂 如 DTNB 等 对 被 修饰 基 
团 具 有 高 度 专 一 性 外 , 绝 大 多 数 试剂 专 一 性 很 差 , 它 们 不 仅 可 以 修饰 某 一 类 侧 链 基 团 ,同时 还 可 以 
与 其 他 类 型 的 侧 链 基 团 反 应 。 当 然 我 们 可 以 通过 筛选 专 一 性 强 的 试剂 .控制 修饰 反应 条 件 以 及 采 
取 对 其 他 基 团 进行 可 逆 的 保护 措施 来 提高 修饰 的 专 一 性 。 然 而 即便 如 此 ,还 有 一 个 问题 ,除了 亲 和 
标记 外 , 基 团 专 一 性 试剂 可 以 不 加 区 分 地 与 处 于 蛋白 质 分 子 表面 的 可 反应 的 所 有 同类 基 团 作用 ,这 
些 同 类 基 团 中 有 处 于 活性 部 位 的 必需 基 团 ,也 有 处 于 活性 部 位 以 外 的 非 必需 基 团 。 这 就 使 化 学 修 
饰 的 方法 在 应 用 上 具有 很 大 的 局 限 性 。 早 期 这 一 研究 一 直 停留 在 定性 描述 的 阶段 ,大 量 的 实验 数 
据 不 能 进行 定量 的 处 理 。 

直到 20 世纪 60 年 代 初 , Ray-Koshland 和 邹 承 鲁 分 别 建立 了 和 蛋白质 功 能 基 团 的 化 学 修饰 与 其 生 
物 学 活性 之 间 的 定量 关系 ,为 化 学 修饰 这 一 技术 的 应 用 注 人 了 新 的 活力 。Ray-Koshland 方法 建立 于 
动力 学 的 基础 上 。 邹 承 鲁 的 方法 则 是 建立 于 统计 学 的 基础 之 上 。 下 面 我 们 将 分 别 介绍 Ray-Ko- 
shland 方法 和 和 邹 承 鲁 的 方法 ,而 重点 介绍 邹 承 鲁 的 方法 。 

在 目前 用 来 分 析 酶 化 学 修饰 动力 学 的 一 些 方法 中 ,我 们 主要 介绍 邹 承 鲁 提出 的 酶 活性 不 可 逆 
改变 的 动力 学 方法 。 化 学 修饰 试剂 与 酶 的 某 些 必需 基 团 发 生化 学 反应 ,形成 共 价 键 , 从 而 造成 酶 活 
性 的 全 部 或 部 分 丧失 。 与 可 道 抑制 作用 不 同 , 酶 活性 的 这 种 丧失 ,不 能 通过 用 透析 、 凝 胶 过 滤 等 物 
理 手 段 去 除 修饰 试剂 使 酶 的 活性 恢复 ,因此 又 称 为 不 可 逆 抑 制作 用 。 过 去 的 大 多 数 研究 者 都 集中 
于 研究 酶 的 可 逆 抑制 动力 学 ,而 对 于 酶 分 子 本 身 基 团 改 变 的 动力 学 研究 关注 甚 少 。 近 年 来 , 酶 化 学 
修饰 的 不 可 逆 抑 制 动 力学 的 研究 有 了 很 大 的 发 展 ,用 不 可 逆 化 学 修饰 的 方法 研究 催化 过 程 中 酶 的 
必需 基 团 的 性 质 时 ,能 够 给 出 可 逆 抑 制作 用 所 不 可 能 给 出 的 确切 信息 ,例如 亲 和 探 针 和 自杀 性 底 物 
就 是 很 好 的 例证 。 尤 其 是 邹 承 鲁 提出 的 酶 活性 修饰 过 程 中 底 物 反应 的 动力 学 ,不仅 在 酶 化 学 修饰 
的 不 可 逆 抑 制作 用 方面 得 到 很 大 的 发 展 ,而 且 在 酶 分 子 的 伸展 再 卷曲 和 失 活 、 复 活动 力学 等 方面 
的 研究 得 到 了 广泛 的 应 用 。 


12 .1 Ray-Koshland 方法 


Ray-Koshland 方法 是 建立 于 动力 学 基础 上 的 方法 。Ray 和 Koshland 认为 在 蛋白 质 的 化 学 修饰 
反应 中 ,一 般 情况 下 ,修饰 试剂 浓度 远大 于 蛋白 质 的 浓度 ,因此 在 修饰 反应 中 修饰 试剂 的 浓度 变化 
可 以 忽略 不 计 。 因 此 反应 均 可 按 伪 一 级 反应 处 理 。 

这 个 方法 的 核心 是 分 别 测定 蛋白 质 修饰 反应 中 , 基 团 被 修饰 的 反应 速度 和 蛋白质 失 活 的 反应 
速度 。 用 半 对 数 作 图 法 比较 两 者 反应 速度 常数 ,判断 必需 基 团 的 性 质 和 数目 。 

一 个 典型 的 例子 是 用 2,4,6 -三 硝 基 葵 磺 酸 修饰 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 。2,4,6 -三 硝 基 葵 磺 酸 修饰 
胰 蛋 白 酶 抑制 剂 时 ,氨基 破坏 的 速度 和 抑制 剂 活性 丧失 的 速度 分 别 被 测定 。 按 伪 一 级 反应 动力 学 
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处 理 方法 进行 半 对 数 作 图 ,结果 表示 于 图 12- 1。 从 图 12-1 可 以 直观 地 看 到 一 NEH 的 修饰 反应 是 
由 快慢 两 相 组 成 的 一 级 反应 动力 学 过 程 。 按 照 动力 学 方法 处 理 , 可 以 将 快慢 两 相 分 离开 来 。 从 曲 
线 ( 全 ) 的 直线 部 分 斜率 可 求 得 慢 反 应 的 速度 常数 ,将 直线 部 分 延伸 (虚线 ) 并 交 于 纵 轴 。 扣 除 慢 相 
部 分 的 贡献 得 到 一 条 直线 (@@) ,从 其 斜率 即 可 求 得 快 相反 应 速度 常数 。 尔 后 又 测定 失 活 的 速度 常 
数 ,发 现 它 为 一 个 单 相 一 级 反应 过 程 , 其 反应 速度 与 修饰 反应 快 相 速度 是 比较 一 致 的 (图 12- 1 中 
可 见 两 者 基本 平行 )。 因 此 可 以 判断 快 反应 的 一 NH, 是 酶 的 必需 基 团 ,而 且 必需 基 团 数目 是 一 个 。 


相对 变化 


反应 时 间 /min 


图 12-1 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 被 2,4,6-=- 三 硝 基 苯 甲酸 
修饰 时 氨基 和 活力 丧失 的 半 对 数 作 图 


〈 此 图 数据 取 自 文献 [25] ) 


用 Ray-Koshland 方法 处 理 的 另 一 个 典型 的 例子 是 
DINB 对 氨基 酸化 酶 的 化 学 修饰 60 倍 过 量 (分 子 比 ) 的 
DINB 与 猪 肾 氨 基 栈 化 酶 在 0. 1ImolL 磷酸 盐 缓 冲 液 
(pH (84 7.3), F 25% 下 反应 。 分 别 测定 其 一 SH 与 


DTNB 反应 的 速度 和 酶 的 失 活 速度 。 图 12 - 2 为 氨基 FE 


酰 化 酶 一 SH 丧失 和 酶 失 活 过 程 的 半 对 数 作 图 。 从 图 
12- 2 中 可 以 清楚 地 看 到 ,一 SH 的 修饰 反应 是 一 个 双 
相 的 一 级 反应 过 程 而 失 活 是 单 相 的 一 级 反应 过 程 。 失 
活 的 速度 常数 比较 接近 一 SH 修饰 的 慢 相 反应 速度 常 
数 ( 表 12- 1)。 此 外 还 可 以 看 到 曲线 2 中 直线 部 分 延 
长 并 交 于 纵 轴 , 其 交点 在 S0% 左 右 。 这 表明 反应 的 总 
一 SH 数目 中 有 一 半 是 慢 反 应 一 SH, 一 半 是 快 反应 一 
SH。 现 在 已 知 反 应 掉 的 总 一 SH 数 是 4 个。 因此 可 以 
判定 , 酶 的 慢 反应 一 SH 是 酶 的 必需 基 团 ,而 且 每 一 个 
酶 分 子 有 两 个 必需 一 SH。 


0 10 20 30 


反应 时 间 /min 


图 12-2 用 DTINB 修饰 氨基 栈 化 酶 时 琉 基 和 


活力 丧失 过 程 的 半 对 数 作 图 
1 一 失 活 的 实验 数据 点 ( 〇 ); 
2 一 SH 丧失 的 实验 数据 点 (@@); 
3 一 扣除 慢 相 贡 献 后 的 数据 点 (全 ) 
(此 图 数据 取 自 文献 [26] ) 
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表 12-1 和 氨基 酰 化 酶 被 DTNB 和 IAM 修饰 时 修饰 反应 和 失 活 的 速度 常数 


修饰 试剂 修饰 反应 


D ky Al ky 分 别 为 快 相 和 慢 相 反应 的 一 级 反应 速度 常数 


Ray-Koshland 方法 使 蛋白 质 化 学 修饰 推 向 定量 阶段 ,这 一 方法 发 表 后 的 十 几 年 中 ,该 方法 得 到 
了 较 广 泛 的 应 用 ,这 是 积极 的 一 面 。 然 而 由 于 这 一 方法 存在 着 局 限 性 ,致使 许多 情况 下 的 化 学 修饰 
不 能 用 此 方法 进行 定量 处 理 。Ray-Koshland 方法 对 于 那些 满足 一 级 反应 动力 学 的 化 学 修饰 可 以 得 
到 满意 的 结果 ,但 对 于 :(1) 非 一 级 反应 动力 学 ;(2) 反应 速度 很 快 的 化 学 修饰 ;(3) 修饰 反应 动力 
学 很 难 监测 的 反应 ,特别 是 那些 非 均 相 的 反应 ,就 无 法 处 理 。 在 与 Ray-Kosholand 几乎 同时 , 邹 承 和 鲁 
提出 的 统计 学 方法 没有 了 上 述 局 限 性 ,因而 在 应 用 上 较 Ray-Kosholand 方法 更 具有 普遍 性 。 因 此 在 
近 二 十 多 年 中 ,该 方法 已 成 为 化 学 修饰 定量 处 理 的 主要 方法 。 


12.2 邹 承 鲁 作 图 法 


1962 年 邹 承 鲁 提出 以 统计 学 为 基础 的 作 图 法 (简称 邹 氏 作 图 法 )。 由 于 它 上 具有 简便 、 可 靠 、 适 
用 性 广 的 优点 ,三 十 多 年 邹 承 鲁 作 图 法 在 国际 上 成 为 主要 的 方法 而 得 到 广泛 的 应 用 。 

在 这 个 方法 中 ,根据 必需 和 非 必 需 基 团 与 试剂 作用 的 反应 速度 和 其 他 性 质 的 不 同 , 邹 承 鲁 将 化 
学 修饰 分 为 6 种 情况 分 别处 理 。 由 于 化 学 修饰 试剂 专 一 性 的 提高 ,修饰 技术 的 发 展 , 从 三 十 多 年 来 
应 用 邹 氏 方法 进行 定量 的 文献 看 ,这 6 种 情况 中 前 三 种 用 得 比较 普遍 ,下 面 对 这 几 种 情况 作 分 别 介 


绍 。 


1) 修饰 试剂 仅 用 于 一 类 基 团 ,其 中 必需 基 团 与 非 必需 基 团 作用 速度 相等 。 
今 设 a 是 作用 过 程 剩 余 的 具有 全 部 活力 的 酶 分 子 的 分 1 
数 (在 简单 情况 下 a 亦 为 其 活力 剩余 分 数 ) ,而 x。 代 表 其 必需 
基 团 剩余 分 数 。 若 在 酶 蛋白 质 中 ,同类 基 团 中 仅 有 1 个 为 表现 
活力 所 需 , 则 a = x, (AMR REAR i, WERKE 
XZ4,4 i PAT NUR ATA ZEN X VE ARE A 
等 , 即 破坏 程度 相同 ,那么 ,具有 全 部 活力 的 分 子 应 该 是 那些 
所 有 的 必需 基 团 未 受到 破坏 者 ,所 以 
a=x,, a'=x, fi 1 
如 果 同 类 基 团 X 的 平均 剩余 分 数 为 *, 由 于 此 类 基 团 的 破坏 和 
程度 都 相同 , 即 x, = x, 则 有 了 
qu = % (12-2) 12-3 SBORIEAOME LE REECE oe 
上 式 有 两 种 作 图 法 : 抑制 剂 活力 的 影响 
第 一 种 ,以 a 的 对 数 相对 于 * 的 对 数 作 图 ,所 得 的 直线 斜 ， 用 Fraenkel-Conrat 数据 ,以 “相对 羧基 剩余 
率 为 1 TRALEE 分 数 作 图 , 依 一 般 文 献 习 惯 , 基 团 剩余 分 数 
第 二 种 ,假设 有 一 系列 ; 值 ,以 a” Hx ER ne SSA EO%1 STR. 
者 ,其 i 值 即 为 所 求 的 必需 基 团 的 数目 。 
图 12-3 表 示 卵 粘 蛋白 的 酯 化 对 其 作为 胰 蛋 白 酶 活力 的 控制 效应 '” 。 从 图 12-3 可 以 清楚 看 出 ， 
虽然 此 物质 含有 约 28 个 羧基 ,但 其 中 仅 有 2 个 ( 即 ; = 2) 为 必需 基 团 。 自 1962 年 以 来 应 用 邹 承 鲁 作 


下 ix 1077 
15x 10=: 


DTNB IAM 


ai/3 
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图 法 的 文献 中 ,相当 一 大 部 分 属于 这 一 种 情况 ,都 得 到 

了 很 满意 的 结果 。 下 面 再 举 几 个 例子 :(1) 用 对 羟基 葵 

甲 酰 甲 醛 (p-hydroxyphenyl-glyoxal) 修饰 牛 胰 核 糖 核酸 

酶 A, 用 邹 承 鲁 的 方法 处 理 , 图 12 -4 所 示 的 结果 表明 

i = 1, 则 只 有 一 个 精 氨 酸 残 基 是 酶 的 必需 基 团 '2 。(2) 

用 (2- 凑 基 -5- 硝 基 卞 基 ) RGGI di-methy (2- hydroxy £ 0.5 
-S$-nitrobenzyl)sulfonium bromide | (Ei Fe LR 
12-5 所 示 i = 1, BI—-*+>WERA-T+ BARRE 
BHUREA” 。 这 是 因为 肌 酸 激酶 表现 活力 的 最 小 

功能 单位 是 亚 基 。 值 得 注意 的 是 当 我 们 不 能 确切 得 到 


可 反应 基 团 的 总 数 时 ,此 时 无 法 计算 出 基 团 剩余 分 数 。 0170 0.5 0 
此 时 我 们 可 以 用 基 团 被 破坏 的 数目 m 作为 横 坐 标 , 同 
样 可 以 求 得 必需 基 团 的 数目 。(3) 胰 蛋 日 酶 一 硫 键 的 图 1?-4 pa FEF RE (p-hydrophenyl-glyoxal) 
还 原 与 活力 的 关系 ,图 12-6 的 结果 表明 ;i = 3 时 为 一 修饰 牛 胰 核 糖 核酸 酶 时 ,剩余 活力 分 数 和 
条 直线 ,表明 此 酶 中 有 3 对 必需 二 硫 键 。 精 氨 酸 残 基 剩 余 分 数 的 关系 

@—i = 1;0—i = 


《此 图 数据 取 自 文献 [28] ) 


1.0 
0.8 
0.6 
aan" 9 
0.2 
oe es Te Nis 20 3.0 
m 
图 12-5 2-8-5 -HRAFEMSIAMAR 图 12-6 胰 和 蛋白酶 二 硫 键 还 原 与 活力 的 关系 
激酶 的 活性 的 影响 O—i = 1;@ 一 ; = 3 
a 为 活力 的 剩余 分 数 , m 为 被 修饰 (此 图 数据 取 自 文献 [9] ) 
的 色 氮 酸 残 基数 
(此 图 数据 取 自 文献 [7] ) 


2) ISSR XP ,必需 基 团 与 非 必需 基 团 作用 速度 相差 很 大 。 

这 种 情况 较 第 一 种 情况 更 为 普遍 。 如 果 我 们 假定 同类 基 团 蕊 的 总 数 为 mn, 其 中 按照 反应 速度 不 
同 ,可 以 分 为 3 类 :第 一 类 是 反应 速度 最 快 的 非 必需 基 团 ,其 总 数 为 *, 当 这 些 基 团 已 基本 上 全 部 破 
坏 时 ,其 余 基 团 的 破坏 还 可 以 忽略 不 计 ; 第 二 类 是 p 个 反应 速度 较 快 的 基 团 ,其 中 包括 守 个 必需 基 
团 ; 第 三 类 是 反应 最 慢 或 根本 不 被 破坏 的 基 团 ,其 数目 是 m” - p - *。 当 必需 基 团 开始 破坏 ,生物 活力 
开始 下 降 时 ,总 的 基 团 X 的 剩余 分 数 的 关系 是 : 


px. + (n - p-s) 
aa pe a ee ee re 
n 


将 式 (12- 1) 代入 , 移 项 整理 得 : 
了 (12-3) 


P 
从 式 (12-3) 可 以 看 出 ,以 c” 对 x* 作 图 ,可 以 得 到 斜率 为 n/p 的 直线 (图 12-7) ,并 且 当 a 和 
x 均 为 1 时 ,x 和 oa“ 分别 等 于 (mn - s)/n Rp -ss)/p。 由 于 已 知 m, 从 这 些 关系 就 可 以 求 出 p 和 * 的 
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值 。 从 式 (12-3) 还 可 以 看 出 , 当 pP = n,s = 0 时 , 式 (12-3) 就 简化 成 式 (12- 2)。 


1 四 0 


图 12-7 ， 基 团 改 变 对 蛋白 质 生物 活力 的 影响 
有 时 当 同 类 基 团 X 的 总 数 为 未 知 ,无 法 计算 此 类 基 团 的 剩余 分 数 ,而 此 时 可 以 测定 已 改变 的 
基 团 数 mm, 则 由 于 


代入 (12-3) 式 后 整理 得 
ae = ee (12-4) 


同样 以 a” Xt m 作 图 ,可 以 求 得 p 和 s。 

属于 这 种 情况 的 一 个 典型 例子 是 DTNB 对 猪 肾 氨基 酸化 酶 的 化 学 修饰 图 12- 8 是 用 修饰 时 酶 
的 剩余 活力 分 数 a 与 被 修饰 的 一 SH 数 严 之 间 的 关系 (实验 值 )s 在 这 样 的 曲线 上 很 难 直 观 判定 必需 
基 团 数目 .用 图 12 - 8 的 数据 我 们 用 邹 承 鲁 作 图 法 进行 处 理 , 以 o” 对 x 作 图 ,; 分 别 取 1,2,3, 得 到 
了 图 12-9 中 的 3 条 线 。 我 们 可 以 看 出 ,; = 2 时 得 到 很 好 的 线性 关系 。 从 线 2 的 数据 ,可 以 计算 得 到 
s = 2,p = 2, 因 此 可 以 认为 4 个 反应 一 SH 基 中 ,2 个 一 SHE 反应 很 快 ,是 非 必需 基 团 ,2 个 一 SH 反 应 
BES , 均 为 必需 基 团 。 这 一 结果 与 用 Ray-Koshland 方法 测定 的 结果 是 一 致 的 。 

1.0 a. 


0.8 


0.6 


0 ee 
1.0 2.0 3.0 4.0 
m x 
图 22-8 Fa] DNB (tin ACRE 图 12- 9 用 DTNB 修饰 氨基 醋 化 酶 时 活力 剩余 分 
余 活力 分 数 (a ) 与 被 修饰 的 殉 基数 本 
(m) 之 间 的 关系 I—i = 1(O); 2 一 ; = 2(@); 3-4 = 3(A) 


(数据 取 自 文献 [26] ) 
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另 一 个 例子 是 用 N- 溴 代 琥珀 酰 亚 胺 修饰 文昌 鱼 碱 性 磷 
酸 酯 酶 。 酶 分 子 中 含有 8 个 色 氨 酸 残 基 (n” = 8)。 在 pH 值 为 1 0 
4.0 的 条 件 下 ,用 NBS 作用 结果 ,以 残余 活力 分 数 c 对 残余 色 
氨 酸 残 基 分 数 « 作 图 ,得 到 较 好 的 线性 关系 (图 12-10)。 从 图 08 
12-10 中 可 以 得 到 :* = 3,P = 4( 其 中 = 1D)m-P-s=1lo- 0.6 
由 此 可 以 判定 :在 文昌 鱼 碱 性 磷酸 酯 酶 分 子 中 ,有 3 个 反应 很 总 
快 的 色 氨 酸 残 基 , 它 们 是 非 必需 的 ;有 4 个 反应 较 快 的 色 氨 酸 04 
残 基 , 其 中 有 1 个 必需 基 团 ;有 工 个 反应 极 慢 的 残 基 , 它 对 酶 Qo 
活性 也 是 非 必需 的 。 

ABATE E R(12- 4) BK(2-3) AEM «= Oo Dp Oe Oa OT On 0 


用 价值 ,即使 当 能 与 某 一 试剂 起 反应 的 基 团 总 数 ”未 知 时 ， x 

也 能 根据 已 经 被 改变 了 的 基 团 数 ,利用 式 (12- 4) Ri tL ey ay sceyeeaneemeawana ee nwt 
12-11 是 根据 Whitaker 与 Jandorf 所 报道 的 - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 琥珀 酰 亚 胺 修饰 时 活力 剩余 分 数 
与 二 硝 基 氟 葵 (FDNB) 作用 过 程 中 活力 丧失 的 数据 ,按照 (a) 与 色 氨 酸 残 基 剩 余 分 数 (x) 
式 (12-4) 作 图 的 结果 。 从 图 12-11 可 以 看 出 ,虽然 在 pH 值 为 之 同 的 关系 


7.2 或 pH 值 为 7.9 时 ,p 的 数值 可 能 略 有 不 同 ,但 在 已 与 FEDNB 作用 的 基 团 中 仅 有 1 个 是 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 的 必需 基 团 。 由 于 胰 凝 乳 蛋 白 酶 在 与 FTDNB 作用 时 , 其 酚 基 、 氨 基 和 组 氨 酸 的 咪唑 基 均 能 被 二 
硝 基 葵 化 ,因此 判断 这 一 必需 基 团 性 质 就 要 分 别 测 定 这 些 基 团 的 改变 .Whitarer 和 Jandorf 曾 报道 在 
pH 值 为 10 时 ,FDNB 对 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 作用 比较 专 一 , 酶 分 子 中 两 个 咪唑 基 仅 有 一 个 与 FDNB 作 © 
用 ,从 活力 降低 与 二 硝 基 葵 化 程度 的 关系 看 来 ,此 一 咪唑 基 是 必需 基 团 。 


1.0 


3 6 9 12 15 
m 
12- 11 ， 胰 凝 乳 蛋白 酶 二 硝 基 氟 苯 化 对 其 活力 的 影响 图 12-12， 胃 有 蛋白 酶 减 基 的 化 学 修饰 
用 Whitaker 和 Jandorf SG") 作 图 。 横 坐标 为 与 每 分 子 A—i = 1;@—i = 2; 口 一 i = 
酶 结合 的 二 硝 基 氟 茶 数 。 (此 图 数据 取 自 文献 [12] ) 


O 一 反应 在 pH7.24 进 行 ;全 ,@— 24 pH (8H 7.95 和 
7.98 时 ,在 三 种 不 同 的 缓冲 液 中 进行 反应 的 结果 。 


必 一 个 典型 的 例子 是 骨 和 蛋白酶 羧基 被 修饰 的 情况 (图 12- 12) ,从 图 中 可 见 i = 2 时 为 一 直线 ， 
显然 胃 和 蛋白 酶 的 必需 羧基 是 两 个 。 

3) 同类 基 团 蕊 中 ,必需 基 团 与 非 必需 基 团 的 反应 速度 不 相等 但 又 不 是 相差 很 大 。 

这 类 情形 的 活力 降低 与 基 团 改 变 的 定量 关系 略为 复杂 一 些 , 并 且 随 反应 级 数 的 不 同 ,其 数学 关 
系 也 不 同 。 由 于 在 一 般 情况 下 ,引起 基 团 性 质 改变 的 试剂 通常 都 是 过 量 存在 ,所 以 这 里 仅 考虑 当 反 
应 级 数 为 一 级 时 的 情形 。 

如 有 果 必 需 基 团 被 破坏 时 的 一 级 反应 速度 常数 为 ke, , 非 必需 基 团 的 相应 常数 为 ok, ,其 中 w 为 两 
拓 基 团 与 试剂 作用 速度 常数 的 比值 .必需 基 团 和 非 必需 基 团 的 残余 分 数 各 为 x。 和 x’ , 则 : 
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kit 


mes 8 
x’ Ls atnt = x” 
由 于 nx = px, +(n-— p)x. 
将 式 (12- 1) 代入 上 式 得 : 
nx = pa +(n-p)a™' eS) *; 


HF i 常 为 不 太 大 的 正 整数 ,oa 一 定 小 于 1, 所 以 当 ac 之 1 
及 oa 过 1 时 式 (12-5) 可 以 分 别 简化 为 式 (12 - 6) 和 式 
(12-7): 


a_i 4, (12-6) s 

P 3 

is in =p) ud 
alli oa (12-7) 8 


(12-6) 和 式 (12-7) 也 可 以 同样 在 当 m -PP-s=0 及 
s = 0 时 从 式 (12-3) 简化 得 到 。 
在 核糖 核酸 酶 光 氧 化 的 过 程 中 ,根据 Weil 等 的 数据 1 0 

随 着 酶 活力 的 丧失 ,组 氨 酸 残 基 被 破坏 ,以 a 直接 对 x 作 
图 ( 见 图 12- 13) 或 a! , ola 对 x 作 图 均 不 能 得 到 直线 关 ”图 12- 13 ”核糖 核酸 酶 光 氧 化 过 程 中 组 氨 酸 
系 。 但 从 图 (12 - 13) 中 线 1 和 线 2 的 直线 部 分 估计 ,p Bi REE ae 
最 可 能 为 1 或 2。 用 Well 等 3] 的 数据 作 图 , 纵 坐 标 线 工 和 线 2 
i BHA c Ra? 
On Fh (12-5) ISR a , 移 项 并 取 对 数 得 ; 
le{ n 4; - p) = len-PD+(2 *) iga (12-8) 


FEI p= i = 1 及 p=1i=2 时 ;分 别 以 lg(nx/aco” - p) Mt 1 
loga 作 图 ,结果 如 图 12- 14, 从 图 12-14 可 见 , 仅 在 pp =i = 1 
时 可 以 得 到 直线 关系 ,并 以 直线 ( 线 1) 的 斜率 ,可 以 计算 w 值 
为 0.21, 亦 即 在 光 氧 化 过 程 中 所 破坏 的 组 氨 酸 残 基 仅 有 1 个 为 
必需 基 团 ,其 破坏 速度 较 其 他 组 氮 酸 残 基 约 快 5 倍 。 这 一 结果 
和 核糖 核酸 酶 羧 甲 基 化 的 报告 是 符合 的 , 现 已 经 知道 ,在 核糖 
核酸 酶 分 子 中 的 4 个 组 氨 酸 残 基 中 ,位 于 活性 中 心 的 一 个 最 易 01 
与 溴 代 乙 酸 进行 反应 。 应 该 指出 ,从 图 12 - 14 计算 所 得 的 @ = 

0.21; 可 能 仅 为 其 余 3 个 组 氮 酸 残 基 相 对 破坏 速度 的 平均 值 。 

因此 ,以 上 结果 不 能 排除 在 酶 分 子 中 另 有 一 个 破坏 较 慢 的 组 I 
氨 酸 残 基 的 可 能 性 , 亦 即 以 上 结果 可 能 与 Findley 等 人 的 设想 ， ma[a ” 民 

即 核糖 核酸 酶 的 必需 基 团 中 包含 两 个 组 氨 酸 咪唑 基 并 不 矛 
盾 。 


0.5 


图 12 - 14 ， 求 核糖 核酸 酶 组 氨 酸 残 基 中 
的 必需 基 团 数 

这 种 情况 的 另 一 个 典型 的 例子 是 转 酮 醇 酶 (transketolase) 用 图 12-13 数 据 以 log(nx/av - p) 作 图 ,注意 纵 
的 精 氨 酸 残 基 被 修饰 与 活力 的 关系 加] 。 图 12- 15 为 o 凡 对 x 作 横 坐 标 均 为 对 数 标尺 , 线 1n = 4,P =i = 1 
图 的 结果 ,a,b,ec 3 条 线 分 别 为 当 ;i = 1,2,3 时 a! 与 x 的 关系 ， 线 2m= 4P = = 2 
它们 都 不 是 直线 。 这 表明 非 必需 基 团 及 必需 基 团 与 试剂 反应 速度 相差 并 不 太 大 , 即 不 满足 ao > 1 BK 
a <1 MAA 12-16 为 根据 式 (12- 8) 作 图 。 当 P = 4,1 = 1 时 为 一 直线 ,由 斜率 求 得 a = 0.023, 
表明 转 酮 醇 酶 有 4 个 快 反应 基 团 ,其 中 1 个 是 必需 基 团 , 快 反应 基 团 的 速度 约 为 慢 反 应 基 团 的 40 
倍 。 
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—lg@ 
~ 


3 


a 


lg (nx/a’'i—p) 


图 12 - 15 ARBRE SCR EH ps 


与 活力 之 间 的 关系 时 logc 对 log(nx/a" - p) 作 图 
a:i = 1(@);b:i = 2(4);c:i = 3( 国 ) (图 中 数据 取 自 文献 [37] ) 
(数据 取 自 文献 [37] ) 


上 述 3 种 情况 下 的 定量 处 理 方 法 使 用 比较 广泛 ,从 目前 掌握 的 文献 看 , 绝 大 部 分 的 文献 使 用 的 
都 为 上 述 3 种 情况 下 的 定量 方法 .作为 一 种 严谨 的 科学 方法 , 邹 承 鲁 还 考虑 到 已 经 出 现 的 某 些 比较 
特殊 的 情况 和 可 能 存在 的 情况 。 因 此 他 的 定量 处 理 方 法 中 还 包括 下 面 3 种 情况 下 数据 的 处 理 。 由 于 
目前 使 用 的 较 少 ,因此 对 后 三 种 情况 只 作 简 单 的 介绍 。 

4) 必需 基 团 已 全 部 被 修饰 的 酶 分 子 尚 有 部 分 残余 活力 ar。 

此 时 所 测 得 的 活力 剩余 分 数 a. ,与 体系 中 完全 未 被 修饰 的 酶 分 子 的 分 数 ac 之 间 有 如 下 关系 
1 一 Zs 
根据 (12 -9) 式 计算 出 c 值 代入 前 面 所 介绍 的 有 关公 式 , 以 ac” 对 x* 作 图 可 求 得 ;,p 和 * 值 -图 12- 17 
为 胰 蛋 白 酶 的 色 氢 酸 残 基 被 修饰 与 活力 的 关系 吕 。 由 作 图 得 * = 1,p = 3,;i = 2。 表 明 胰 蛋白 酶 的 4 
EARP A 1 个 快 反 应 基 团 ,3 个 慢 反 应 基 团 中 有 两 个 是 必需 的 .如 果 将 (12- 9) 式 代 和 (12-2) 
式 可 以 得 到 


(12-9) 


7 本 一 


全 (12-10) 
显然 ,这 时 实际 测 得 的 剩余 活力 oa. 与 x RIEL a, Wx (FA AMAURY EAR i, A 
还 可 以 由 截 距 或 者 斜率 求 得 残余 活力 ar。 这 特别 适用 于 az 未 知 的 情况 。a -淀粉 酶 由 已 烯 酮 酰 化 就 
属于 此 种 情形 (图 12- 18)。 它 表明 a -淀粉 酶 有 两 个 氨基 是 必需 的 ,其 残余 活力 为 or = 0.04。 


a\/2 


1 
x 0 1 2 0 


图 12-17 REAMEAARMRAE Hat 图 12-18 a, Xx’ EA = 2) 
a’? 与 x 的 关系 
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5) 同类 基 团 式 中 ,保留 其 中 之 一 , 酶 即 保 有 全 部 活力 。 

这 种 情况 与 前 面 介 绍 的 情况 正好 相反 。 用 第 一 种 情况 中 的 同样 方法 ,可 以 得 到 活力 丧失 的 分 数 
(1 - a) 与 必需 基 团 被 修饰 的 几率 (1 - x。) i KTR. 

(1-4) = (1-,)' (12-48) 

Ray 和 Koshland 曾 指出 ,这 种 情形 对 于 一 些 功 能 主要 在 维持 蛋白 质 三 级 结构 的 必需 基 团 适用 。 
例如 ,可 以 想像 某 一 蛋白 质 的 三 级 结构 主要 靠 两 个 二 硫 键 维系 ,只 要 二 者 任 留 其 一 ,这 个 蛋白 质 的 
三 级 结构 即 可 维持 不 变 。 但 是 ,至 今 在 实验 上 还 没有 遇 到 过 这 种 情况 。 

6) 试剂 作用 于 两 种 不 同 侧 链 基 团 和 了 ,二 者 均 含 有 必需 基 团 。 

当 在 与 某 一 类 试剂 作用 的 两 类 基 团 中 均 包 含 必需 基 团 时 ,数学 关系 比较 复杂 。 如 基 团 开 和 Y 的 
BRA n, Fn, ,活力 剩余 分 数 分 别 为 x 和 y ,与 试剂 迅速 作用 的 非 必 需 基 团 数 分 别 为 % 和 ,与 必 
需 基 团 作用 速度 约略 相等 的 基 团 数 为 p. Fl p, , 则 根据 式 (12- 3) 同样 推理 得 : 

nx —(n, — p, -— s,)\' (ny “C= 
ae) (ed 
OP i Rj HWA X ALY PA aE Th (12-12) 虽然 比较 复杂 ,但 在 实验 中 也 常 能 对 * Alp 的 
数值 先 作 约 略 的 判断 .如 果 基 团 开 始 破坏 ,活力 立即 下 降 , 则 显然 * Rs, 或 者 皆 等 于 零 ,或 者 至 少 
两 者 之 一 等 于 零 ,如 仅 两 者 之 一 等 于 零 , 则 至 少 在 反应 初期 ,活力 下 降 仅 与 和 和 工 其 中 之 一 发 生 关 
系 , 亦 即 可 用 前 面 所 述 的 几 种 方法 来 处 理 ,如 果 开 或 了 中 有 一 部 分 较 其 余 基 团 反应 缓慢 ,在 实验 过 
程 中 也 较 易 发 现 。. 在 s = 0,m = Pp 的 情况 下 , 式 (12- 12) 可 简化 为 
En= 和 (12 lay 
即使 对 于 像 式 (12- 13) 这 样 简化 了 的 关系 式 , 如 果 i yj 均 为 未 知 , 可 能 的 组 合 方式 很 多 ,用 于 处 理 
实验 数据 也 还 不 是 十 分 简单 的 .此 时 如 果 可 以 先 根据 试剂 消耗 总 量 , 或 基 团 了 及 了 Y 改 变 的 总 量 与 活 
力 下 降 的 关系 , 先 依照 前 面 所 述 的 几 种 方法 ,特别 是 式 (12-4) 关系 , 求 出 必需 基 团 总 数 (; + 7) 的 数 
值 ,就 可 以 简化 根据 式 (12- 13) Ke i Ry 的 过 程 。 三 十 几 年 前 邹 承 鲁 考虑 到 了 当时 试剂 专 一 性 条 件 ， 
提出 对 这 第 6 种 情况 的 处 理 方法 ,曾经 在 当时 为 处 理 这 种 复杂 的 修饰 情况 起 了 重要 的 作用 。 现 在 试 
剂 的 专 一 性 选择 范围 及 对 某 一 些 基 团 可 以 实行 可 逆 保 护 等 方面 进展 ,这 第 6 种 情况 遇 到 的 比较 少 
了 。 在 此 不 再 举例 说 明 。 

十 分 有 意思 的 是 蛋白 质 化 学 修饰 的 定量 处 理 的 邹 氏 作  )， 
图 法 还 可 以 应 用 到 判断 蛋白 质 折 故 所 必需 的 残 基数 。 用 此 方 
法 判定 兔 肌 肌 酸 激 酶 的 半 胱 氨 酸 残 基 结 果 表 明 ,每 一 个 亚 基 
有 3 个 对 折 春 必需 的 (其 中 包括 有 一 个 是 对 催化 必需 的 ) 半 
胱 氨 酸 残 基 。 其 方法 是 将 兔 肌 肌 酸 激酶 在 3mol/L EE PRAM HK = 
中 充分 去 折 释 ,然后 控制 MNP(2-AAR- 4- 硝 基 茶 酚 ) 与 充分 
去 折 笃 酶 的 反应 分 子 比 ,得 到 一 系列 不 同 修饰 程度 (mm) 的 去 
折 释 酶 ,然后 分 别 稀释 30 倍 复 性 3 小 时 后 ,测定 酶 活性 ,得 到 
酶 活力 剩余 分 数 a FA a" 对 普 作 图 (图 12- 19) ,从 图 12- 19 


(12-12) 


Oo 


中 可 见 , 当 ; = 3 时 为 一 直线 ,这 表明 肌 酸 激 酶 分 子 中 ,每 一 了 
个 亚 基 上 有 3 个 半 胱 氨 酸 琐 基 对 酶 的 折 套 和 催化 活性 是 必需 a can gpmeapa sere spe 
的 。 


¢ 和 剩余 琉 基 分 数 之 间 的 关系 
邹 承 和 鲁 提 出 的 这 一 方法 ,三 十 几 年 来 在 国际 上 已 经 被 广 。 为 剩余 活力 分 数 ; * 为 剩余 琉 基 分 数 ;图 中 数 


泛 地 使 用 和 引用 。 它 已 被 收编 入 英美 .日 等 国 的 教科 书 和 字 为 ; 值 , 复 性 体系 中 的 酶 浓度 为 1.6wumolL。 

专著 中 。1979 年 出 版 的 著名 的 Dixon 和 Webb 酶 学 教科 书 中 , 曾 以 同样 的 篇 幅 介 绍 Ray-Koshland 方 
MARAE” 。 但 是 在 以 后 出 版 的 教科 书 和 专著 中 , 则 主要 介绍 邹 承 鲁 方法 。 这 说 明 它 是 当 
前 研究 蛋白 质 侧 链 基 团 化 学 修饰 和 生物 活力 之 间 定 量 关 系 的 主要 方法 ,在 教科 书 和 引用 文献 中 被 
称 之 为 邹 氏 方法 、 邹 氏 公 式 或 邹 氏 作 图 法 。1984 年 Brocklehurst 提出 , 邹 氏 作 图 法 可 以 作为 判断 酶 
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特征 的 一 种 重要 手段 ,并 据 此 得 出 Chymopapain A Bf) Chymopapain S 的 结构 。 邹 承 鲁 领 导 的 实验 室 
曾经 对 胰岛 素 和 胰 和 蛋白 酶 必需 二 硫 键 ”““. ,木瓜 蛋白 酶 的 必需 组 氨 酸 和 色 氨 酸 残 基 , 肌 酸 激酶 的 必 
需 半 胱 氨 酸 琉 基 和 必需 色 氨 酸 残 基 % 以 及 氨基 酰 化 酶 的 必需 半 胱 氨 酸 琉 基 2; 的 研究 中 成 功 地 
运用 这 一 定量 处 理 的 方法 ,近年 来 又 对 邹 氏 作 图 法 进一步 推广 到 多 亚 基 的 别 构 蛋白 和 半 位 反 
ye) ; 同 时 对 邹 氏 作 图 法 进行 了 严格 的 数学 证 明 ( 见 附录 ) ,进一步 认识 到 这 一 方法 的 价值 与 可 靠 
性 。 此 外 ,应 用 这 一 方法 时 ,需要 先 假设 一 个 参数 的 值 , 然 后 手工 计算 ,反复 试 多 次 , 找 出 最 好 的 线 
性 拟 合 , 才 能 确定 必需 基 团 的 数目 ,为 了 克服 上 述 缺 点 , 邹 氏 作 图 法 计算 机 模拟 也 应 运 而 生 , 计 算 机 
模拟 较 之 手工 作 图 能 更 为 简便 而 准确 地 确定 必需 基 团 和 非 必需 基 团 的 性 质 和 数目 及 其 修饰 速度 之 
比 。 

邹 氏 作 图 法 确定 的 意义 在 于 , 它 不 仅 为 蛋白 质 化 学 修饰 研究 本 身 由 定性 描述 转 和 人 定量 研究 提 
供 了 依据 和 计算 方法 ,而 且 对 目前 日 益 发 展 的 蛋白 质 工 程 来 说 ,用 这 种 简单 而 成 熟 的 方法 首先 确定 
蛋白 质 的 必需 基 团 ,也 正 是 蛋白 质 工程 设计 的 必要 前 提 和 手段 之 一 。 


12.3 酶 化 学 修饰 的 动力 学 机 制 


酶 的 化 学 修饰 反应 的 动力 学 分 析 取 决 于 反应 体系 的 条 件 。 如 果 修 饰 试剂 可 认为 是 伪 一 级 反应 
条 件 , 即 修饰 试剂 的 浓度 大 大 高 于 酶 的 浓度 , 则 其 数学 处 理 是 非常 简单 的 。 
12.3.1 不 可 逆反 应 


如 果 我 们 考虑 一 种 最 简单 的 反应 , 即 酶 ( 卫 ) 修 饰 试剂 (IT) 生 成 无 活性 的 酶 -修饰 试剂 复合 物 
(EI): 


an pee (12 - 14) 
反应 速度 v 为 
0 = 有 [下 ][LH (it~ 350 
如 果 [ 卫 兰 [ 卫 ] ,可 化 简 为 ; 
| (12 - 16) 
其 中 ka, = k, [1] (12— 17) 
方程 (12 - 16) TSR 
dE}, [F] (12 - 18) 


dt 
EPLE)A + HZIBHRKE. 
对 方程 (12- 17) 积 分 ,[E] 从 0 到 上 上 时刻, 得 到 酶 活力 分 数 的 自然 对 数 和 时 间 之 间 的 线性 关系 : 


[E], 
In FE], = - ba! (12-19) 


因此 以 酶 活力 剩余 分 数 的 常用 对 数 对 时 间作 图 可 以 得 到 一 条 斜率 为 - 0.43k,, 的 直线 。 
根据 方程 (12- 17) ,可 以 由 不 同 浓度 [了 可 下 得 到 的 一 系列 ky AE bk, 。 如 果 修 饰 反应 的 级 数 不 是 
1, 其 线性 的 偏差 是 可 以 预计 到 的 ,例如 


机 -St (12- 20) 
则 han, 三 到 (12-21) 
在 这 种 特殊 情况 下 ,只 有 kt? 作 图 才能 得 到 一 条 直线 。 
修饰 反应 的 动力 学 级 数 通常 也 可 以 由 方程 (12 - 21) 的 对 数 形式 得 到 ; 
Igka, = mlg[I] + lgk, (12 - 22) 
其 中 m 为 反应 的 动力 学 级 数 或 使 1 mol 酶 活性 单位 失 活 所 需 最 小 的 1 摩尔 数 。 上 式 自 从 Levy 等 
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人 喇 首 次 推导 出 来 ,这 个 关系 式 已 被 广泛 应 用 ,尽管 如 Jabalquinto5 和 Carlson‘? 指出 的 那样 ,这 个 
关系 式 并 不 是 总 是 合适 的 。 必 须 指 出 的 是 ,这 个 关系 式 只 对 于 方程 式 (12 - 14) 那 样 的 不 可 逆 机 制 
才 适 用 ,对 于 方程 式 (12- 23) 和 式 (12- 27) 那 样 的 可 逆 机 制 或 在 失 活 前 先 形成 一 个 可 解 离 复合 物 
的 机 制 是 不 适用 的 。 这 些 机 制 可 以 通过 下 面 介绍 的 方法 ,对 数据 进行 适当 的 处 理 而 鉴别 出 来 。 三 
级 反应 速度 常数 ke, 也 可 以 通过 实现 在 [E]= [了 匡 的 条 件 下 得 到 (例如 田 维 申 等 人 吕 ) 进行 的 DNB 使 
鸡 肝 脂肪 酸 合成 酶 的 失 活 作用 的 研究 ) ,但 这 种 情况 下 ok, 必须 通过 适当 的 二 次 作 图 才能 从 斜率 求 
得 。 
12.3.2 可 逆反 应 


对 于 如 下 机 制 : 
E+I EI (iz — 224) 
可 逆 地 生成 无 活性 的 ELR AW. ASE], 
Eee | (12-24) 
假设 反应 初始 时 EL 的 浓度 为 0, 反应 速度 方程 式 在 平衡 条 件 下 可 简单 地 积分 并 化 简 吧 成 ， 
ny = a+ ay (12-25) 


[Po ] 为 下 的 初始 浓度 ,[E] 为 任意 ¢ AOE ,[E.。] 为 平衡 时 的 浓度 。 由 于 达到 平衡 是 一 级 反 
应 过 程 ,由 ln(LE]-[ 芭 ]) 对 上 作 图 可 得 到 表 观 速度 常数 一 一 正 反 应 和 逆反 应 速度 常数 的 总 体 效 
果 : 
PSG AS hee a (12 - 26) 
因此 ,5w 对 [也 作 图 应 该 得 到 斜率 为 k, , 外 推 纵 坐 标 截 距 为 k_; 的 直线 。 


12.3.3 形成 中 间 体 复合 物 
这 种 机 制 是 指 在 酶 和 抑制 剂 在 形成 无 活性 的 EI 复合 物 之 前 先 形 成 可 解 离 的 复合 物 : 


ky 


E+I fa (12 - 27) 
对 于 这 个 机 制 , 表 观 失 活 速度 为 : | 
v=k,[E-I] (12 - 28) 
假定 平衡 条 件 kk _, Bere!" , ay 4g! ， 
ky ko [1] 3 
kbs = eT +k (12-29) 
写成 倒数 形式 : 
eet Hh (12 - 30) 


上 式 中 Kus = 大 -Vi 。 因 此 ,对 于 方程 式 (12 - 14) ZR (12 - 23) ASK (12 - 27) 所 描述 的 机 制 可 以 分 
别 给 出 ju 对 [也 的 函数 关系 :对 于 式 (12 - 14) 是 一 斜率 为 已 并 且 通 过 原点 的 直线 ;对 于 式 (12= 23) 
是 一 斜率 为 后 ,外 推 截 距 为 上 ,的 直线 ;对 于 式 (12- 27) 则 是 一 双 曲 线 。 最 后 一 种 形式 最 好 用 倒数 
方程 (12 - 30) 表 示 ,斜率 = Ks /1 , 截 距 = 1/ 态 。 

通过 ky. MLTR (SLPS 12- 20) ,可 见 3 种 机 制 是 可 以 区 分 的 。 应 该 强调 的 是 要 完全 区 分 这 
些 机 制 ,I 的 浓度 范围 应 该 足够 大 。 例 如 ,反应 为 反应 式 (12 - 27) 的 机 制 , 尽 管 在 失 活 反应 过 程 中 有 
中 间 体 产生 STl<k_,/k, 时 ,方程 式 (12 - 29) 就 变 成 : 


12 酶 化 学 修饰 的 定量 处 理 及 不 可 逆 抑制 动力 学 271 
2.0 7 


1 
抑制 剂 浓度 (mmol-L) 


Kous/ (min . ) 
_ 
i) 


FA 12-20 不 同 抑制 剂 类 型 ku 对 抑制 剂 浓度 作 图 
A, 方 程式 (12- 17);B, 方 程式 (12- 21); 
C, 方 程式 (12- 26);D, 方 程式 (12- 29) 
DALE BAMA vk, = lmin lm mol/L-!; k_, = min-1; 
ky =0.5min-1 
het Shea LOM /Ka (2=31) 
成 为 图 12-20 PARHNHAT. SHE ALHAEM RF EAAASREOS™ 。 


12.4 FAR 77 Ae AC 10 AS I BS SB 


如 果 某 种 抑制 剂 对 酶 的 化 学 修饰 反应 机 制 清 楚 了 ,通常 酶 和 配 体 结 合 的 解 离 常 数 就 可 以 确定 
下 来 ,就 可 以 知道 配合 物 修饰 使 酶 失 活 的 反应 速度 。 下 面 介绍 一 种 提供 有 意义 的 酶 与 底 物 或 辅助 
因子 结合 的 信息 的 参考 方法 。 另 外 ,还 有 如 平衡 分 析 滴定 法 、 分 光 光 度 法 等 其 他 方法 ,这 里 就 不 再 
外 绍 了 。 


12.4.1 由 不 可 逆 失 活动 力学 机 制 确定 酶 - 配 体 的 解 离 常数 


从 失 活 -保护 实验 中 ,根据 酶 和 配 体 结 合 后 对 抑制 剂 反应 具有 全 部 或 部 分 的 保护 作用 来 确定 酶 
- 配 体 复 合 物 的 解 离 常 数 。 这 个 过 程 一 般 为 


E+L EL 

+ 十 

I I 

| | (12-32) 
ky ko 

EI EIL 


天 然 酶 (E) 和 酶 - 配 体 复合 物 (EL) 均 可 和 抑制 剂 反应 生成 无 活性 的 酶 -抑制 剂 复合 物 EI 和 EIL, 速 
ERRATA A k, Ak. LAE WA ARR FR HR Ku 的 大 小 。 假 定 E 上 和 了 EL 之 间 的 平衡 远 
ARF EAM TAR, BE LE FARR RH: 


~ dE] _ ,(e)(1)] + & CELI (12-33) 


t 
[Ea] = 活性 酶 浓度 = [E] + [EL]. 
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式 (12- 33) 除 [Eaj] 得 
d[Ea] _ &, LEJ[1] + 4,[EL]{1] 


~de[Ea]~ ——“ [E] + [EL] (12 - 34) 
由 于 Ke, TRILL) EL] (12-35) 
i _ {a} NC Kae + CE) ain 
因此 , BTEC A EE FO RG eR RE L(A ) 为 
a 2 (12-37) 
化 成 倒数 形式 
1 民 uiss [L] 
BE, = Te Kaa + IL) * TIC Kan + BILD) (2= 38) 
4& IAAI EL RV, k, =0, Wy | 
: : = (12 - 39) 


BE, (1h, (DK; Kann 

方程 (12-38) 和 (12- 39) F VEL (LIVER OH AM HAA BA, MHRA WA Lea A 

EL 反应 。 当 (12 - 39) 成 立 , Ku 可 以 由 直线 在 横 轴 的 截 距 求 出 。 图 12 - 21 所 示 为 根据 式 (12 - 39) 
确定 酵母 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 羧 化 激酶 - Mn 复合 物 解 离 常 数 的 实验 数据 。 当 已 不 等 于 0, Ku 


好 由 Scrutton 和 Utter 推导 的 下 式 估算 : 


, ea, f 
ey ae [L] 3 K dine (12 40) 


30 


20 


1/ kos /min 


10 


20 60 100 140 180 
[Mo ] /# mol 了 


图 12-21 ”酵母 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 羧 化 激酶 被 苯 乙 二 醛 
修饰 时 1 对 Mn?* 的 关系 反应 在 60mmol/L 
的 硼酸 盐 绥 冲 液 中 进行 ,pH 值 为 8.4,25%C 
当 kis! han VEAL - jmsw)/LL] 的 函数 作 图 , Ku 可 以 由 直线 的 斜率 得 到 。 由 于 态 可 以 从 方程 
(12- 17) 中 得 出 ,所 以 ky 可 以 从 截 距 求 得 。 
另 一 种 数据 处 理 的 办 法 是 应 用 下 列 关 系 式 : 
二 几 上 本 证 作 二 半天 动 记名 可 全 并 (12-41) 
例如 ,Fujioka 等 人 和 Jabalquinto 等 人 就 是 根据 这 个 关系 分 别 确定 了 酵母 s-N-(L- 戊 二 酸 基 - 
2)- 工 - 赖 氨 酸 脱 氢 酶 和 鸡 肝 甲 产 戊 酸 - 5 -二 磷酸 脱羧 酶 的 酶 - 底 物 复合 物 的 解 离 常数 。 
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12.4.2 存在 中 间 体 复合 物 的 失 活动 力学 反应 的 酶 - 配 体 的 解 离 常数 的 确定 


这 种 类 型 的 反应 首先 是 由 Horiike&McCormick 和 Carrillo 等 人 分 析 的 。 配 体 存 在 下 这 种 失 活 机 
制 的 一 般 形式 为 : 


E+L EL 
+ + 
I I 
Ka Ko 
E°l EL: I (12—42) 
| | 
EI ELI 


(ise E Al EL ABA LAA LY, PRE A E-1 Al EL'I 复 合 物 并 进一步 生成 无 活性 的 EL 和 ELI 复合 
DM. Ky Ka 为 解 离 常数 , 刀 Hk’, ARERR 
这 种 情况 下 , 当 [ 菩 和 [ED] 都 远大 于 [E] 时 ,Carilo 等 人 推导 出 机 制 (12 - 42) 的 一 般 速度 方程 ,并 
由 此 可 推出 
人 ER 二 下 天 


hee = KOK,.(K, +111) + Kal LI Ke AID (12-43) 
或 改写 成 
kin hn (Ka + LI] Ko(Ka + [1]) (1- ks/kw) 
人 Se 
4 ELBAWAS IRM (BP kb’, =0 且 天 趋 于 无 穷 ) 则 式 (12- 31) 可 化 简 为 
ji og (Ka +[I]) Cl - kin han) (12-45) 


ei The OR LL] 
比较 方程 式 (12- 44) 和 (12 - 45) 可 以 很 清楚 地 看 出 , 若 EL RAMA IR, hi./ ka. 1 - 
kin! ka, )/[E] 作 图 过 原点 ,此 时 Ku 可 以 由 斜率 计算 得 出 
Be = Ky, (14+ (1]/Ky) (12 - 46) 
Ka FY A ASK (12 - 29) FISK (12 - 30) 独 立 求 得 。 若 按 式 (12 - 44) ,Kus 值 不 能 由 这 些 方式 得 到 。 


12.4.3 酶 化 学 修饰 反应 的 pH 效应 


pH 效应 下 抑制 剂 对 酶 的 化 学 修饰 反应 的 速度 可 以 用 来 判断 酶 中 的 反应 基 团 的 PK 值 。 

通过 化 学 修饰 确定 的 蛋白 质 中 特定 氨基 酸 残 基 的 pK 值 是 很 有 意义 的 ,因为 它 可 以 用 来 证 实 
通过 其 他 方法 测定 的 这 些 残 基 的 pK 值 。 例 如 ,通常 可 以 通过 研究 pH 值 对 hw Ky BR hew/ Ky 的 影 
啊 来 得 到 酶 中 重要 的 催化 基 团 的 pK 值 。 比 较 而 言 ,动力 学 和 化 学 修饰 研究 所 得 到 的 pK 值 为 进 一 
步 确 定 酶 特定 的 化 学 机 制 提 供 了 证 据 。 用 这 种 方法 ,Willenbrock 和 Brocklehurst 提出 了 组 织 蛋 白 酶 
B( 一 种 含 半 胱 氨 酸 的 蛋白 酶 ) 质 子 解 离 的 详细 机 制 ,并 解释 了 该 酶 的 亲 核 性 和 催化 活性 。 

大 多 数 情况 下 的 数学 处 理 是 与 前 文 所 述 结合 配 体 的 Ku 的 确定 是 相同 的 。 因 此 我 们 可 以 从 
(12- 39) 式 得 到 下 面 的 关系 式 : 

1/k, = 1/k +(H* | K,/k, (12 - 47) 

FP k, 是 在 给 定 HMR PA RATE RE FP, kh FE pH 依赖 的 伪 一 级 失 活 反应 速度 常 
BL, Ky 为 了 和 酶 结合 的 平衡 常数 。1/ 对 [H* ] 作 图 ,从 图 中 直线 在 横 轴 上 的 截 距 和 斜率 可 以 确 
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定 K, 的 值 。 
如 果 在 酶 的 失 活 反应 过 程 中 , 酶 和 抑制 剂 形成 一 个 可 逆 的 中 间 复 合 物 ,反应 如 下 : 
E+ Ht eH" 
~ 
I 
Kg 
EI (12 - 48) 


从 式 (12 -45) 可 得 
ke, (Ry 


k= TH 1+ (K+ [DK ee 
或 其 倒数 形式 
een ee Oe a ee: 


因此 ,在 一 系列 不 同 HE Vk PEA 1/1 A RE , 4 RE 1/k HH EASE UE L/h, 
的 直线 。 以 这 些 直 线 的 斜率 对 A” 的 浓度 进行 二 次 作 图 ,从 [了 | EO BB AT WOK K, 的 值 。 

更 复杂 的 情况 ,例如 结合 了 质子 的 酶 仍 能 再 结合 抑制 剂 的 方程 也 可 推导 出 来 ,详细 情况 读者 可 
以 参考 Tipton 和 Dixon 的 文章 。 


12.5 酶 活性 修饰 过 程 中 底 物 反应 动力 学 


早 在 1965 年 , 邹 承 鲁 就 对 单 底 物 酶 不 可 逆 抑 制 动 力学 进行 了 系统 的 研究 ,提出 了 底 物 和 抑制 
剂 竞 争 的 概念 不 仅 适用 于 可 逆 抑 制 动 力学 ,而 且 也 可 应 用 于 不 可 逆 抑 制 动 力学 的 研究 ,并且 建 立 了 
定量 的 判 据 来 区 别 不 可 逆 抑 制剂 的 类 型 。 根 据 他 所 推导 出 的 在 有 抑制 剂 存在 的 条 件 下 底 物 反应 的 
动力 学 方程 ,由 一 次 实验 即 可 得 到 酶 活性 不 可 逆 抑 制 的 表 观 动力 学 常数 。 近 年 来 ,应 用 这 一 动力 学 
方法 ,在 酶 抑制 动力 学 和 激活 动力 学 等 方面 的 研究 都 取得 了 令 人 满意 的 结果 。 后 来 ,又 将 这 一 理论 
推广 到 多 底 物 酶 反应 系统 。 这 一 理论 不 仅 适 用 于 单 底 物 反应 ,而且 也 可 用 于 双 底 物 反 应 的 抑制 动 
力学 研究 ,以 及 酶 分 子 的 伸展 再 卷曲 过 程 中 底 物 反应 动力 学 的 研究 。 


12.5.1 单 底 物 酶 反应 , 非 配合 型 抑制 剂 


配 位 型 抑制 剂 在 文献 中 也 有 称 为 络 合 型 抑制 剂 (complexing inhibitors) 。 对 于 酶 活性 可 逆 和 不 可 
逆 修 饰 两 种 情况 ,反应 机 制 (12 - 51) 都 同样 适用 : 


Y 
ote k + t 
k +0 人 -0 人 40 人 -0 ( lea 51) 
ks kin 
S + EY~“++—~Eys—*2_~ gy + p 


Ftrh E,S,Y,ES, EY, ESY 分 别 代表 酶 、. 底 物 、 抑 制剂 (或 激活 剂 ) 及 其 相应 的 复合 物 。 在 通常 的 实验 
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条 件 下 ,容易 满足 L[S] 这 [LE 和 [了 之 [E], 且 一 般 来 说 修饰 反应 的 速度 都 要 远 远 慢 于 催化 反应 中 
稳 态 建立 的 速度 ,因此 下 列 关 系 总 是 成 立 的 : 


[E,J[S] os ] Ku 

| bo ii (12 - 52) 
[E; J[S] ne , Ku 

eis) ets, gear 


其 中 Ky 和 Ky 为 米 氏 常数 ,Ku = (hy. + iD) Ku = (hi. + 2, )/k [Ey] = [E] + LES|@ 
[E; ] = [EY] + [EYS|@ SIA BE AC BE RH BYE, SLE] =(E,]+ (Er J AMAR 
体系 中 酶 的 总 浓度 , 则 : 
[DG +H lS) Estee]rg] -加 Ja +H al) 
ay rey Ky +S] Ky +([S] Ky +[S] 
该 式 可 以 写成 


| 


Hp A AB Pe | 合 的 正 向 和 逆向 反应 表 观 速度 常数 。 在 此 条 件 下 可 以 导出 
在 修饰 试剂 存在 下 底 物 反应 的 动力 学 方程 : 


rp), =4[Y]o +B (v= 0’ ALY] -urivan | (v= v')ALY] 
\ ALYJ+B (ALY]+ By © * CALY] + BY ; 


[P], Ae MAIR, v Alo’ HRS EIR 
合 前 后 的 反应 速度 。 显 然 , 当 o> v 为 抑制 过 程 ,v < v 为 激 
活 过 程 。 


¢12 — 58) 


kaz[Eoj[S] _,_ &’.2[Fo JES] 
Butts a. a Ku (8) 
eats : K at 


(12 - 54) 


A= 


(12-55) 
如 果 EYS 无 活性 , 即 k?, =0( B =0), WI (12 - 40) 式 可 化 简 为 
( 见 图 12-22): 


t 


图 12-22 JR YAN AR BY ae Hp al FA PB EE 
Si id 

LPl.=aryyl-e 9) (12 56) BF Peay RE at 
当 -> 总 时 的 产物 浓度 [P] 为 ， ( 渐 近 线 表示 形成 产物 的 最 终 浓度 ) 


es Coker spi (2-5) 
(12 - 56) , (12 - 57) 两 式 相 减 并 取 对 数 得 : 
Ig({P]. —[P])=lglP]. -0.43A[Y]¢ 0. 43 ALY] 
因为 [Y] RARER V A Ky 均 为 已 知 ,由 log[P]。- [P] 
对 + 上 作 图 ,由 斜率 和 截 距 分 别 可 以 求 得 4 Alo 的 值 ( 图 12- 23)。 
由 IJVLP]。. 对 JILS] 作 图 的 斜率 和 截 距 可 求 得 微观 速度 常数 下, 和 
k’ coo 
有 时 酶 分 子 与 不 可 逆 抑 制剂 结合 后 不 完全 失 活 , 即 3, 40, 
此 时 式 (12- 53) 可 化 为 ; 


图 12-23 由 半 对 数 作 图 求 表 观 速 度 
常数 A 
这 种 情况 下 ,[Y] 的 增加 并 不 改变 反应 系统 终 态 活力 水 平 , 它 只 缩 (斜率 = -0.434[Y]) 


1g({P]..-[P]) 


[P],=vt-2 ica re FH (12 - 58) 


276 现代 酶 学 


短 抑 制 过 程 的 弛 豫 时 间 ( 见 图 12 - 24)。 当 时 间 上 足够 大 时 ， 
e “= 0,[P], 的 渐 近 线 方程 为 [P], = o't + (v- 0’ )/ALY), 
In({P], - [P],) 对 上 作 图 的 斜率 求 得 表 观 速度 常数 4, 再 由 4/ 
对 JI[LS] 作 图 的 斜率 和 截 距 可 求 得 微观 速度 常数 5,o 和 Lo 

对 于 慢 可 逆 抑 制作 用 (中 关 0) ,虽然 酶 和 抑制 剂 结合 后 无 活 
Fi(k 2, =0) ,但 是 由 于 抑制 过 程 达 到 终 态 时 仍 有 部 分 未 与 抑制 
剂 结合 的 天 然 酶 存在 ,因而 表现 出 有 部 分 剩余 活力 。 这 时 
(12- 53) 式 可 化 为 : 


[P], 


0 t 
1 ALY]o _—-caviea ,__ ALY] v 
‘'S AlVIa Bi (ALW]+ BY (ALY] + B)? 图 12-24， 酶 与 抑制 剂 不 可 逆 结 合 后 
(12 - 59) 仍 有 部 分 剩余 活力 


从 (12- 59) 式 可 以 看 出 , [Y] 的 增加 既 缩短 抑制 过 程 的 弛 豫 时 曲线 1 为 无 押 制剂 存在 下 的 底 物 反应 


曲线 2,3,4 代表 抑制 剂 浓度 下 (1->4) 
H] , J 系统 终 态 时 的 ; 7 BolALY B 
la] th MER SS Re i KBE 二 的 活力 水 平 Bo/ALY] + B) 2c eM Kc) OIRO 


(图 12- 25)。 应 用 前 面 的 类 似 作 图 法 可 求 得 4 AIB 以 及 天,， 
1 天-o 和 大 -os 

正如 前 面 所 指出 的 , 当 w<v 时 ,(12- 53) 式 代表 激活 过 
程 。 有 些 本 来 就 具有 活性 的 天 然 酶 (" 关 0) , 当 与 激活 剂 结合 
产生 进一步 的 激活 过 程 就 属于 这 种 情况 。 由 (12- 53) 式 可 知 , 全 
反应 系统 达到 稳 态 时 的 活力 水 平 是 Alo HIE. EB 
的 弛 物 时 间 r 可 由 渐 近 线 方程 [P], = (ALY) 0’ + Bu) t/(ALY] 
+B)-(v' -v)ALYJM(ALY] + BY 和 直线 方程 [P] = ot 的 交 
AUS, 7c = 1/(ALY] + B) UBS 12 - 26). 

AA o/c MT YIVERA LOR AAIB. vp 可 在 激活 之 前 直 oo t 
接 由 实验 测定 ,因而 0’ BT ATT EWP BITRE. of eee lle ee 
别 由 A/o 和 B/ 对 ULSj 作 图 ,可 以 得 到 上 ,o, 大 :oo 和 的 底 物 反应 
kas (说 明 同 图 (12-5)) 

如 果 酶 分 子 在 激活 前 完全 无 活性 (> = 0) ,例如 酶 原 的 激 
活 ,也 就 是 说 ,只 有 EYS 才 有 活性 ,方程 式 (12 - 53) 可 化 简 为 


ALY]v’ 1 
(Pl. = atyl+B\!* aLy]s Be 


- (A[Y] + B)t _ 1 
A|Y|]+B f 
(12-60) = 


激活 过 程 达到 终 态 时 的 渐 近 线 方程 为 


ALY]v’ 1 
ee tb sek keer ES (12 61) 


PER TER LEE, BORAT IA r= (4[Y]+ B)。 ， 
改变 [Y] ,由 lv 对 [Y] 作 图 ,可 求 得 表 观 速度 常数 4 AB, itt 
而 可 求 得 它们 所 对 应 的 微观 速度 常数 。 对 于 上 述 两 种 情况 ”图 12-26 酶 激活 过 程 的 产物 生成 过 程 
的 可 逆 激 活 过 程 ,[Y] 增 加 ,缩短 过 程 的 弛 豫 时 间 ,而 增加 终 曲线 1 为 完全 激活 的 酶 的 底 物 反应 ;曲线 2,3,4 
态 时 的 活力 水 平 (图 12 - 26)。 若 激活 过 程 不 可 逆 ( 互 = 0) ， 代 表 不 通 激活 剂 浓度 下 (2 一 4 浓度 减 小 ) 的 底 
[Y] 的 增加 只 缩短 过 程 的 弛 移 时 间 ,不 改变 终 态 时 的 活力 水 ™ 

平 。 


12.5.2 单 底 物 酶 反应 ,配合 型 抑制 剂 
作为 不 可 逆 抑 制剂 , 亲 合 标记 试剂 已 被 广泛 地 应 用 于 研究 酶 的 活性 部 位 。 它 与 酶 分 子 不 可 逆 
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作用 之 前 , 先 与 酶 分 子 形成 可 逆 的 配合 物 。 这 类 修饰 试剂 作为 化 疗 药物 有 重要 的 应 用 前 景 。 事 实 
上 有 很 多 激活 剂 在 不 可 逆 激 活 之 前 也 先 与 酶 分 子 形成 可 逆 的 配合 物 , 如 乙酰 胆 碱 脂 酶 的 激活 。 这 
类 修饰 试剂 成 为 配合 型 修饰 试剂 ,它们 在 与 酶 作用 过 程 中 的 底 物 反应 动力 学 较 之 非 配合 型 复杂 些 。 

对 于 配合 型 不 可 逆 抑 制剂 ,考虑 它 在 结构 上 是 底 物 或 过 渡 态 中 间 物 的 类 似 物 ,很 可 能 结合 在 底 
物 的 结合 部 位 上 以 致 三 元 复合 物 EYS 不 能 形成 ,并 且 它 与 酶 分 子 可 逆 的 结合 步骤 远 快 于 不 可 逆 的 
修饰 过 程 ,因而 有 


(1262) 


2 Are ro = A[E,][Y] 
> 


(12-63) 


配合 型 不 可 逆 抑 制剂 存在 下 的 底 物 反应 动力 学 方程 : 
[P], = afl et) (12 - 64) 
ri VS] 
(P]= = = Ca/K KY] 


“ad v[S] =|< 
~~ Ky Gi LYK, )-+[S] 


式 (12- 外) 在 形式 上 与 式 (12 - $56) 完 全 相同 ,所 不 同 的 只 是 

4, 和 [P]。 WHA. k,/K, 代替 了 非 配合 型 不 可 逆 竞 争 

性 抑制 剂 的 大 ,。, 比较 式 (12 - 64) 和 式 (12 - 57) 可 知 ,对 配合 型 ty! 
抑制 剂 来 说 ,1/4 和 [Yj] 成 正比 ,而 非 配合 型 的 抑制 剂 的 表 观 4 12-27 配合 型 抑制 反应 1/4 对 [Y] 作 图 
与 [YY 无关。 这 也 正 是 用 作 图 法 区 分 这 两 类 抑制 剂 的 理论 依 

据 。 其 中 的 k, 和 天 值 可 由 1/4 对 [Y] 作 图 ,从 斜率 和 截 距 求 得 (图 12- 27)。 


12.5.3 双 底 物 酶 反应 , 非 配合 型 抑制 剂 


很 多 酶 反应 包含 一 个 以 上 的 底 物 。 理 论 研 究 的 结果 表明 ,前面 所 介绍 的 单 底 酶 反应 的 动力 学 
方法 也 完全 适用 于 双 底 物 酶 反应 系统 "6 。 对 于 双 底 物 酶 反应 的 随机 机 制 ,有 序 机 制 ,强制 有 序 机 
制 和 乒乓 机 制 ,用 类 似 处 理 单 底 物 酶 反应 的 方法 ,都 可 以 推导 出 在 形式 上 和 式 (12 - 53) 完 全 相同 的 
动力 学 方程 。 不 同 机 制 之 间 的 差别 以 及 它们 与 单 底 物 酶 反应 之 间 的 差别 仅仅 表现 在 正 向 和 逆向 的 
表 观 速度 常数 AM BUR vo ALP). WRIA E. 

A 随机 机 制 


v 
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对 于 双 底 物 酶 反应 的 随机 机 制 ,其 修饰 反应 机 制 如 下 : 


k:(S 
ER wri stnata ALD Ra ss Axe E+P+Q 


Ra» 
oe Ho [Y] calle 
ky ? 人 -: rs to 
E ki (S] ES 如 。|| kf CY] 


EB 
ALLY] yo, (12-65) 
A+eLY]|| 4-， ERY AS) ——~ERSy—“!~ry+pi 
7 ie ki (RJ 
a 
ky (R] ki ° CS) At, 
EY Es 


| er 


E 和 YY 所 代表 的 依然 为 酶 和 修饰 试剂 ,R 和 S 为 两 种 底 物 ,ER,ES,ERS,ERSY 等 分 别 为 其 相应 的 复 
ADM. SLE, MLE: ] 分 别 代 表 未 修饰 和 已 修饰 的 酶 的 浓度 , 则 有 

[E,] =[E] + [ES] + [ER] + [ESR] 

[E; ] = [EY] + [ERY] + [ESY] + [ESRY] | 

[E], =[Ep]+[Ey ] 
4(R),{S]JMLYJs[E], JU 


- dE] fp sa 
dt 


(12 - 66) 


= = (k, LE] + k’ ,o LER] Si k” .o LES] +k” -oLERS])[Y] (12 - 67) 


oLEY] + k’_,)LERY] + k”_,lESY] + #’”_,[ ERSY]) 
Vea) , a FPS YE Py Fiz De BY es AS EVA RE RF YP , BT Va] EL, CE, BY 
WANES ] 的 增加 不 会 对 稳 态 造成 影响 ,所 以 下 列 关系 是 成 立 的 : 

K',[ER] = [E][R], K’s[ES] =[E][S] 

K', Ks[ ERS] = K';Kg[ ERS] = [E][R][S] 


K’g [ERY] = [EY][R], K’: [ESY] =[EY][S] Sep 
KR Ks [ERSY] = KK [ERSY] = [EY][R][S] 
RE ii AY TR BE 
Rt deeSioe TRIS [RI[S] 
fe) hn eK" a ke ef kin tek’. + Bo Rr et hk” 0K: rua) Oe 
a oe 中 [RS 3 Pam {S] , [RI[S] 
OK Ke Kc) Kak: We 
neers - sc ]=(ALY] + B)[E,] - BLE], (12 - 69) 
底 物 反应 的 动力 学 方程 的 形式 与 单 底 物 酶 反应 的 动力 学 方程 式 (12 - 53) 形 式 相 同 ,其 中 
ko KsK'p +k’ +o Ks[R] +k” .oKalS] +k" soL RIS] 
本 K,K’, + K,[R] + Kg[S] +[RIJ[S] 
ko Ke K'n +k’ 9 Ks [R) + k’_. Ka (S] +k" _ [RIS] 
hase a Ia Pio ain ne Te 
Ky KR + Ks [R] + Kp (S]+{R][S] (12-70) 
‘a k3[E JTRI[S] 
“= K,K', + Ks[R] + Kal S] + [RIS] 
k3[ Ey JTRIJ[S] 


/ 
v= 


Kj KR + Kj [R] + Kj [S]+[R][S] 
当 反 应 为 不 可 逆 ( 刀 =0) 时 , 则 
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7 ky (oI ERICS] iis 
r =ATY ie k oKsK'n + k'.oKsLRJ + ko Kg lS] +k", LRI[S] tY] 
B 有 序 机 制 
有 序 机 制 的 酶 修饰 反应 的 机 制 为 : 
poi 8d ed “Apes 
k P 
oe #4 (Y] CS] 
E k, [RJ k-, &",|/ 44.CY] 
site |e (12-71) 
k+oLY] || k-o EQY——>— —————-ERSY 
ke ki, 
Q AS (R] k; (S] 
| 1... l= = Se 


Ee, 


PA Q 为 生成 的 产物 。 同 样 ,可 以 导出 与 前 面 形式 相同 的 反应 速度 方程 ,其 正 向 和 反 向 表 观 反应 速 
度 常 数 4 和 好 分别 为 : 


Bo Bt ey 


有 +0h3 RIS] 
k, + k, 


A= 
Kx Kus + Kya lS] + Kys(R] + [RI[S] 
Te ee ee? 
WK Ke, + k KES) 4 kt oKy(R] +? [RIS] 
B= 3 4 
Kx Kus + 天 LS] + Kus(R] + [RI[S] 
其 中 
ky kg _ ky(k_2 + ks) kay 
Rae Lek, ) > ee Ces bee 天 
= bh 记 (12 - 73) 
K° k3 kg wep Kako t kes. «ihe 
me 一 ki (k; +k)’ pees he FRR 生机 所 a Ey 
C _ 强制 有 序 机 制 
强制 有 序 反应 机 制 的 酶 修饰 反应 为 : 
k[S], 
ine 744 
kg CY] lla" ki +e[Y] 
keel YJ] || bo (12-74) 
Pade: PLANS] ery 


es 


ky es 
EY 


该 机 制 下 ,其 修饰 反应 的 正 向 和 反 向 表 观 反应 速度 常数 为 : 
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k k 
heal Gig + ESI) + #0 BUR] + Ho RIES! 
Xi k_,k, k 
Kab, Bs) +20R] + [RIS] 
(12-75) 
ky 
ko( Grp + Gell) +4’ LCR] + # of RILS] 
B= 
ae Ay 
BRE [S] + 及 [R]+{RI][S] 
D FEF 
这 种 机 制 酶 的 修饰 反应 机 制 为 : 
ee eee oe 
ky ky; 下 
BEY 
Q kt, || +o l¥ J ; , 
A(R] =< k" ko LY) 
ky 
ko LY J) || Ao (12-76) 
ks [S] 
&+oLY] a aria ea peered ae 
Q " 
ki (RJ ERY 
ae | 


JP E Al F AAR BH PIE SK, LE] ALF WA LER] AL FS] aR AAR BE i aS RE , 则 ， 
[E,]=[E]+[ER]+[F]+[Fs] | 
[E; ] = [EY] + [ERY] + [FY] +[FSY] 
同样 可 以 得 到 与 前 面相 同 的 反应 速度 方程 。 其 中 


上 CT 有 + Ch’ .okg tk” coke) k, kg LRILS] 直人 7 
(k_, + ky) kskglS] + (hy + hy) hy h3(RILS] + Ch_3 + ky) ky ky [R] 


k_o( kh", + ky Dies by [SY + Ce pki + kook, ke DRS eo ER +k, 2 
(hi, +kz ky kg [S] + (ky + kg ky ks [RILS] + (k*, + kf ky ky CRI 


(12-77) 


A= 


B= 


(42 = "7a) 
为 了 求 得 各 反应 机 制 中 的 各 微观 动力 学 常数 ,以 随机 机 制 为 例 , 先 保持 一 个 底 物 浓度 如 [R] 不 
变 , 由 1/[P]。 对 1/[S] 作 图 为 一 直线 (图 12 - 28) , 它 的 斜率 和 纵 轴 截 距 分 别 为 ; 
k,oKsK See 1 k’ .obAY] 
~ "| Pagbeh. (Rl 6, [Eh 
pr eKalY| P27 eof 4 
eT ee[El CR) | bsSE], 
分 别 由 。 对 A/LRIAL i Rt 1/[R] 再 次 作 图 (图 12 - 28(b), (c)) ,它们 的 斜率 和 截 距 分 别 为 
tak’ kel ¥ e(E |. te xn 
r= k” .oLYI/ks bE]; s=k" Kal YJ/k,[E], 


(12-79) 


(12 - 80) 
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Nm 


Rio 所 KsKR[Y] 
=( Rte A[EJ] 


1/[P]。 


1/[S] 
(a) 


kaoKsKe LY] 
kLE.J. 


斜率 ， 


1/[R] 1/LR] 
(b) (c) 


图 12-28 IJ/[P] 对 1/[S] 作 图 求 非 配合 型 抑制 剂 的 微观 抑制 速度 
常数 ,直线 的 斜率 和 截 距 都 随 [R] 的 增加 而 减 小 ;(b) 
和 (e) 分 别 为 (a) 的 截 距 和 斜率 对 1/[R] 再 作 图 
由 于 [名 和 [Y] 为 已 知 ,而 ky 和 解 离 常数 Ka ,K' 和 Ks 可 由 实验 在 无 抑制 剂 存在 的 条 件 下 测 
得 ,所 以 微观 抑制 速度 常数 上 ,o, 大;o, 和 局 :, 可 由 斜 谤 和 截 距 计 算 。 用 同样 的 方法 可 以 求 得 各 机 
制 所 对 应 的 微观 速度 常数 。 对 于 慢 可 道 抑制 剂 可 用 w4 和 w/B 代替 上 面 的 [P]。 ,仿照 上 述 步 又 
就 可 以 求 得 各 机 制 相 应 的 正 向 和 反 向 微观 抑制 速度 常数 。 


12.5.4 双 底 物 酶 反应 ,配合 型 抑制 剂 


A 随机 机 制 

同 单 底 物 酶 不 可 逆 配 合 型 抑制 剂 一 样 ,类 似 于 Laidier 和 Bunting 的 假设 , 双 底 物 酶 不 可 逆 抑 制 
剂 在 结构 上 也 是 底 物 的 类 似 物 并 与 底 物 竞争 同一 结合 部 位 使 之 不 能 形成 四 元 复合 物 ERSY。 随 机 
机 制 酶 的 配合 型 修饰 反应 机 制 如 下 ( 式 (12- 81)): 
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ES A:[R] 


Be, 
He ae 
ee ee 
: ne) = 


k 
ERS 一 -一 E 十 P 二 Q 


全 区 人 | 如 
keol YJ] &_ ESY ky oLY JI kL, (12-81) 
kt 
EY. ERY 
Z ESY : 
1 
EY’ ' ERY’ 


按 此 反应 机 制 可 以 得 到 
[E,] =[E] + [ER] + [ES] + [ERS] + [EY] + [ERY] + [ESY] 
[E; ] =[EY’ ]+[ERY’]+[EsSY’] 
由 于 配合 型 抑制 剂 通常 是 底 物 或 过 渡 态 的 类 似 物 ,它们 与 酶 的 结合 速度 要 远 远 快 于 不 可 逆 的 修饰 
速度 因此 下 列 关 系 是 成 立 的 : 
[EY] =LE](YI/Kj}K,= oo 
[ERY] =(ER][Y]/K’,, K’, =k'_o/k',o 
[ESY]=(ES][YJ]/K”, , K% =k" o/k” 10 
EER) = (ER). Ree s/h Ky = Bol Mee 
K',[ ES] = [E][S] , K's == et aes ,K;= k’ _,/k’ ,, 
K', Ks[ ERS] = K'; Kx ERS] = [EJ[RI[S] 
相应 的 动力 学 方程 形式 与 式 (12 - 64) 完 全 相同 ,不 同 之 处 仅 在 于 和 4 的 表达 式 ， 
ia[Ejo[RjLS] 


ee 
my ra 


‘ SPP 


(12 = 82} 


(12 - 83) 


(12 - 84) 


Pie 


a 
B 有 序 机 制 
对 于 某 些 酶 ,其 三 元 复合 物 只 能 按 一 定 的 顺序 在 其 一 定 的 二 元 复合 物 形 成 之 后 才能 形成 。 机 
制 (12- 85) 中 的 ESR 复合 物 只 能 通过 ER 复合 物 形成 。 配 合 型 抑制 剂 一 般 与 酶 的 一 个 底 物 很 相 
似 ,因此 能 够 与 酶 发 生 配合 反应 。Y 与 $S 相 似 而 只 能 与 也 和 ER 结合 ,此 时 1/4 和 的 表达 式 为 : 


P 
RS 
k, 
FE 一 一 一 wert 
ksoLY] KAY] 区 ( 12 re 85) 
EY ERY 


本 


四 ~~ ¥ 


eas ae 
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k, Fy 
K, (KinKus + Kul S]) + KKvs[R] (12- 86) 
= V[RILS] 
v af ETT IES BR ae EE 
(1 1) (Ka Kis + Kl 81) + (1+ ) KR] + [RICS] 


C 强制 有 序 机 制 
强制 有 序 机 制 的 酶 的 配合 型 不 可 逆 抑 制 如 (12 - 87) 所 示 。 


(12 - 87) 


其 1/4 和 人 的 表达 式 为 : 


(1+ 95) ca. ible k(R] + kya RILS) 


ek hey + kaky[S]) + $2 ry k3(R] 
(12 - 88) 
ky fsbo El CRIS! 
(1+ 24) (ask abalS}) +(1+ Qe) by bsCR] + by bal RILS! 


D 乒乓 机 制 


dh bs] 4 


ie ra 
Q 下 
ALR] 


ER rr 
k-y 


wa i kyoLY J =e f (12 ia 89) 


EY ERY FY’ 


EY’ ERY’ 


对 于 乒乓 机 制 (12- 89) 式 ,1/4 和 和 的 表达 式 分 别 为 
(1+ OE) Ces + baby bal SI 4 Urea bel 机 


ky 


| 


天 (有 + ky) ks ks[S] + Falk. 3+ ky) ky k,[R] + Kh ks k,(RI[S] 


ky ky ky kg LE Jo (RILS) 
LY] 


s 
* 
中 


加 
加 上 


pr) (hs + ha) br ba [R] + se eee 


(12-90) 


(1+) (a, + ka) hake S] 4 (1+ 
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值得 注意 的 是 对 于 各 种 不 同 的 底 物 反应 机 制 ,其 配合 型 抑制 反应 的 表 观 速度 常数 4 均 与 抑制 
剂 的 浓度 有 关 ,以 4 对 [ 耻 作 图 将 得 到 一 条 在 纵 轴 上 具有 正 截 距 的 直线 ,用 此 方法 ,可 以 很 容易 
地 区 分 配合 型 和 非 配合 型 抑制 反应 。 


比较 配合 型 和 非 配合 型 反应 的 [P]。 的 表达 式 可 以 看 出 ,两 者 的 形式 是 完全 相同 的 ,只 是 前 者 
的 微观 抑制 速度 常数 被 相应 的 速度 常数 除 以 相应 的 解 离 常 数 所 取代 ,如 ,被 AIK, RE. GE 
前 面 图 12 - 28 所 介绍 的 作 图 法 ,可 以 求 得 k,/K,,k’,/K’, UR WR’, A. BR, BSA 
制 速度 常数 已 kh’, 和 Ok’, 的 值 , 首 先 必 需求 得 解 离 常数 天 , 及， 和 有 。 以 随机 机 制 为 例 ,根据 式 
(12- 81) ,其 中 (BE, 和 [Y] 已 知 ,而 Ky, Ks #0 K’, 均 可 由 在 无 抑制 剂 存在 下 的 实验 测 得 ,所 以 
K,, K’, 和 K’, 可 由 1 对 1LS] 作 图 的 斜率 和 纵 轴 的 截 距 分 别 对 JILR] 再 作 图 求 得 (图 12- 29)。 
同 理 可 以 求 得 其 他 各 机 制 的 每 个 微观 抑制 速度 常数 和 解 离 常 数 。 


(1+ 424) xaKs (+ 网 jx 
er BLE To 


1/(R]J 
(b) (c) 


图 12-29 1/“ 对 1LSj 作 图 求 配合 型 抑制 剂 的 微观 速度 常数 ， 
其 截 距 和 斜率 都 随 [R] 的 增加 而 减 小 ;(b) 和 (c) 分 别 
为 (a) 的 斜率 和 截 距 对 1/[R] 再 作 图 
单 底 物 酶 的 各 种 反应 机 制 的 表 观 失 活 速度 常数 4 列 于 表 12 - 2 中 ,相应 的 单 底 物 酶 反应 的 速 
度 列 于 表 12-3 中 。 
用 配合 性 不 可 逆 抑 制 过 程 底 物 反应 动力 可 以 阐明 双 底 物 酶 底 物 结合 顺序 的 不 同 机 制 。 以 随机 
机 制 为 例 , 当 配 合 型 不 可 逆 抑 制剂 与 其 中 1 个 底 物 ,如 S 竞争 时 ,ESY 不 能 形成 , 即 巡 /KR = 0, 这 
时 在 不 同 的 R 浓 度 下 ,JI[Pj。 对 LV[S] 作 图 可 得 到 一 复 交 于 原点 的 直线 ,其 斜率 随 着 [Rj] 的 增加 而 


减 小 (图 12 - 30(a) ); 而 对 于 有 序 机 制 ,上 述 作 图 则 得 到 交 于 JIV[P] 轴 上 的 一 组 直线 ,其 斜率 和 截 距 
都 随 [LRj] 的 增加 而 减 小 ( 见 图 12- 30(b) )。 


一 IE —_= 
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表 12-2 不 同 抑制 类 型 的 动力 学 判 据 


1+ [S] Ku 
1+ {S /Ky + LY]/Ko 


1+ are 


1+(S]/Ky 
1+[S]/Ky+LY /天 "0 天 NM 


1/[P]。 
1/[P]。 


1/(S] 1/{S] 
(a) (b) 


图 12-30 双 底 物 反应 ,配合 型 不 可 逆 抑 制剂 ,用 1/(P].. Xf /[S] 
作 图 区 别 底 物 结合 的 随机 机 制 (a) 和 有 序 机 制 (b) 


12.5.5 可 逆 抑 制剂 和 不 可 逆 抑制 剂 的 底 物 竞争 性 概念 的 统一 


过 去 对 于 可 逆 抑 制剂 的 竞争 性 、 非 竞争 性 和 反 竞 争 性 的 抑制 类 型 的 区 分 是 根据 抑制 剂 的 浓度 
对 表 观 米 氏 常数 的 影响 来 判断 的 ,并且 仅 仅 只 适用 于 可 逆 抑 制剂 。 而 邹 提 出 的 酶 活性 修饰 过 程 中 
底 物 反应 动力 学 的 方法 不 仅 适 用 于 可 道 反应 ,而且 适 用 于 不 可 道 反应 (机 制 (12 - 51)) , 它 统一 了 可 
逆 和 不 可 逆 竞 争 的 概念 。 不 可 逆 抑 制剂 的 竞争 性 、 非 竞争 性 和 反 竞 争 性 的 定义 与 可 逆 抑 制剂 一 样 ， 
分 别 为 底 物 的 结合 阻 正 抑制 剂 的 结合 不 影响 抑制 剂 的 结合 和 促进 抑制 剂 的 结合 。 区 分 二 者 不 同 
抑制 类 型 的 条 件 也 是 类 似 的 ( 表 12 -2) ,只 是 区 分 可 逆 抑 制剂 不 同 抑制 类 型 是 根据 抑制 剂 浓度 对 表 
现 米 氏 常数 的 影响 ,而 区 分 不 可 逆 抑 制剂 是 根据 抑制 剂 浓度 对 表 观 失 活 速度 常数 4 的 影响 。 从 表 
12- 2 的 结果 可 以 看 出 ,适当 的 4 对 [S] 作 图 可 以 很 容易 地 区 分 不 可 逆 抑 制剂 的 不 同 底 物 竞争 性 类 
型 ,对 于 竞争 性 抑制 剂 , /4 对 LS] 作 图 为 一 条 直线 ; 反 竞 争 性 ,1/4 对 1/[S] 作 图 为 直线 ,并 且 可 以 由 
它们 的 截 距 求 得 上 ,oo 和 大 ,0; 而 非 竞争 性 的 4 与 [S] 无 关 。 

另外 ,根据 式 (12 -57) ,适当 的 [P]。 对 [S] 或 1J/LS] 作 图 也 可 以 用 来 判断 抑制 剂 的 作用 类 型 并 求 
得 相应 的 微观 速度 常数 。 

对 于 双 底 物 酶 非 配合 型 抑制 剂 ,可 用 前 面 的 作 图 法 求 得 微观 速度 常数 后 再 加 以 判断 。 


12.6 不 可 逆 抑 制 动 力学 在 其 他 方面 的 应 用 


邹 提 出 的 酶 活性 不 可 逆 改 变动 力学 不 仅 在 酶 的 化 学 修饰 的 研究 中 取得 了 很 大 的 进展 ,而 且 在 
酶 脱 辅 基 和 加 辅 基 以 及 酶 分 子 去 折 琶 和 再 折 倒 过 程 中 的 活力 变化 的 研究 也 得 到 了 成 功 的 应 用 。 这 
一 节 将 主要 介绍 一 些 具体 的 应 用 实例 。 
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12.6.1 酶 脱 配 体 的 动力 学 


图 12 - 31 Ab —AZAXSE(1,10- phenanthroline, 简 称 OP) 存 在 下 氨基 酸化 酶 催化 底 物 的 反应 过 
fe) , 随 着 时 间 的 增加 ,产物 的 生成 趋向 一 条 斜 线 ,OP 浓度 的 增加 不 仅 缩短 了 弛 豫 时 间 ,也 降低 了 
直线 部 分 的 斜率 ,说 明 OP 对 氮 基 酰 化 酶 的 脱 锌 作用 为 可 逆 抑 制作 用 。 由 14 对 [OP] 作 图 为 一 斜 
线 (图 12 - 32) ,根据 前 面 我 们 介绍 的 方法 ,OP 对 氢 基 酰 化 酶 的 作用 为 配合 型 抑制 ,其 抑制 机 制 为 : 


ky ky 
S+E iS 7 *#Bh+eP 
=] 
+ 
OP 
Ky 
E(OP) (12-91) 
k_o k xo 
E(OP)’ 
0.6 
AZUS 
= 0.4 
e 
= 03 
eC) 
NS 0.2 
0.1 
0 
0.1 0.2 0.3 
t (min) [OP] (m mol-L ' ) 
Al 12-31 OP 存在 下 氨基 酸化 酶 催化 12-32 1/4 对 OP 的 浓度 作 图 


底 物 的 反应 过 程 


按照 前 面 的 作 图 法 ,通过 适当 的 作 图 ,可 求 得 OP 对 氨基 栈 化 酶 作用 的 各 种 微观 速度 常数 , 见 表 
12-3, 


12-3 OP 抑制 氨基 酸化 酶 的 解 离 常 数 和 微观 速度 常数 


常数 1/A 对 [S$] 作 图 1/4 对 [OP] 作 图 
K, (pM) 119 122 
kio(S7') 16x 1073 15x 1073 
ko(S-') 0.8x 107-3 1.0x 1073 


另外 ,用 不 可 逆 抑 制 动 力学 的 方法 还 研究 了 OP 对 氨基 栈 化 酶 Zm 和 ”和 CO 酶 作用 的 比较 ,并 且 研 
究 了 脱 辅 基 的 氨基 栈 化 酶 重组 的 动力 学 过 程 。 
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12.6.2 酶 在 变性 剂 中 失 活 的 动力 学 


由 于 酶 在 变性 剂 中 的 失 活 通常 是 一 个 较 快 的 过 程 ,因此 用 一 般 的 定时 取样 测 活 的 方法 难于 得 
出 快 失 活 的 速度 常数 。 应 用 不 可 逆 抑 制 动 力学 的 方法 ,在 变性 剂 的 存在 下 ,连续 监测 酶 催化 底 物 的 
反应 过 程 ,可 以 很 容易 地 得 到 酶 在 该 变性 剂 中 的 失 活 速度 常数 。 用 此 方法 ,不 仅 能 够 排除 常规 方法 
中 由 于 取样 测 活 时 由 于 变性 剂 稀释 或 底 物 诱导 复活 的 影响 ,而且 能 够 分 别 给 出 游离 酶 和 底 物 结合 
后 酶 在 变性 剂 中 的 失 活 速度 常数 。 

图 12 - 33 为 木瓜 蛋白 酶 在 盐酸 股 溶 液 中 变性 时 酶 催化 底 物 的 反应 过 程 。 随 着 反应 时 间 的 延 
长 ,产物 趋 于 一 个 定 值 , 即 木瓜 蛋白 酶 在 SmolL 盐酸 肌 溶 液 中 变性 后 没有 剩余 活力 ,其 变性 机 制 
为 : 


| k 42 
S+E s ES — "2 E+ P 
| 
(12 - 92) 
kxo k' +0 
E* ES 
1.0 12 
7g 
0.8 < 
上 = 6 
8 Sa 
<= 0.6 Ss 3 Es 
1/[S] (umol +L) 
0.4 , a.,6. 9.12 15 。 
2 
0.2 4 
ar 1 
0.0 
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 


t (min) 
Fl 12-33 ACE ABE Smol/L HARA , ARR EF 
的 失 活 过 程 , 内 插图 为 /[P]。 对 1/[S] 作 图 

根据 酶 活性 不 可 逆 改 变 的 动力 学 的 方法 ,有 

[Pleo Vie SHA Uy Ky + ke rytS4) 

A=(hk,oKy +k’ ,o[S]/( Ky + [S]) 
以 1/[P]。 对 LVLS] 作 图 ,从 斜率 和 截 距 就 可 分 别 得 到 游离 酶 和 底 物 结合 酶 的 失 活 速度 常数 。 
氨基 酰 化 酶 在 0. Smol/L 的 盐酸 肛 溶 液 中 变性 时 失 活 的 动力 学 过 程 表示 于 图 12 - 34(a)c] ,可 

以 看 到 有 些 酶 在 一 定 的 变性 剂 浓度 下 仍然 具有 部 分 的 剩余 活力 ,此 时 它 的 失 活 机 制 为 : 


kay kyo 
E+S ES E+P 
-1 


| | (12 - 93) 
kel kee kes 


天: E’+S 


其 底 物 反应 的 速度 方程 为 : 
vk _» 
A 


4 — kek + Kes[S] 
本 


[P], = t+ 5(4- 大 -ED)I-e“) 


十 大 
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按 图 12- 34(b),(c),(d) 的 作 图 方法 , 即 可 求 得 氨基 酸化 酶 在 盐酸 股 溶 液 中 变性 时 的 各 种 微观 速度 
常数 , 见 表 12 - 4。 


0.08 


0.04 


ln([P].u-[P]; ) 


0 5 10 
(a) # (min) 2 
20 =~ 100 
一 | 
全 rs 
与 =| 
= & 
2 10 @ 50 
Ss = 
er 
: 3 
= S 
oP 
=< 
0 0.5 10 0 0.5 1.0 
1/[S] ((m-mol-L*) ') 1/[S] ((m-mol-L')') 


(c) (d) 


Al 12-34 ， 作 图 求 氨基 酸化 酶 在 0.5mol/L 的 盐酸 肌 溶 液 中 的 失 活 速度 常数 
(a) 0.5mol/L GuHCl 溶液 中 ,不同 底 物 浓度 下 , 酶 催化 底 物 的 反应 过 程 ; 
(b) In([P]。u。- [P],) 对 时 间 ¢ (ES; 

(ec) 4 必 对 1/[S] 作 图 ;(d) A/ok__Xt 1/(S)E 


表 12-4 氨基 酰 化 酶 在 不 同 浓度 的 盐酸 股 溶 液 中 的 失 活 速度 常数 ” 


失 活 速度 常数 ( x 10 s-) 


££ ARAM (mol/L) 

kee kg kes 
0 
0.2 10.7 4.27 0.81 
0.5 本 总 1.88 5.38 
0.8 20.6 0.64 了 
1.0 25.8 0.38 9.50 
1.5 * * * 
4.0 * * * 


ke pF As 分别 为 游离 酶 和 底 物 结合 酶 的 失 活 速度 常数 ， 
5 -FE 为 变性 酶 的 复活 速度 常数 
* 反应 速度 太 快 ,无 法 用 常规 方法 测 得 


另外 ,不 可 逆 抑 制 动 力学 在 酶 的 脲 去 垢 剂 以 及 热 等 条 件 下 的 变性 失 活 研究 也 得 到 了 成 功 的 应 
用 。 

酶 活性 不 可 逆 改 变动 力学 不 仅 在 适用 于 研究 酶 的 变性 过 程 , 而 且 也 会 适用 于 酶 的 折 县 过 程 的 
研究 。 随 着 研究 的 不 断 深入 , 它 的 应 用 必 将 越 来 越 广泛 。 


nA F&F WN 


17 
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13 和 氧 自由 基 与 酶 


自由 基 (free radical) 作 为 一 类 化 学 实体 在 20 世纪 初 就 被 人 们 所 认识 。 生 物体 中 自由 基 的 存在 
50 年 代 才 得 到 确认 , 随 着 现代 生物 技术 的 发 展 ,许多 生命 现象 的 自由 基 机 制 逐 步 被 揭示 ,一 个 具有 
生命 力 和 广阔 前 景 的 新 兴学 科 一 一 自由 基 生 物 学 一 一 正在 形成 。 方 允 中 教授 是 我 国 自由 基 生 物 学 
的 开拓 者 ,从 1986 年 至 今 ,我 国 自 由 基 生 物 学 的 研究 进入 了 鞍 勃 发 展 的 新 时 期 ,在 此 期 间 频 频 举办 
SOD` 脂 质 过 氧化 天 然 抗 氧 剂 及 自由 基 与 疾病 等 专题 学 术 研 讨 会 , 创 亦 了 不 定期 刊物 4Advances in 
Free Radical Biology and Medicine) , 出 版 了 一 批 学 术 专著 和 教材 ,涌现 出 一 批 专门 从 事 自 由 基 生 物 学 
理论 和 应 用 研究 的 科学 家 。 

自由 基 是 游离 存在 的 、. 带 有 不 成 对 电子 的 分 子 、 原 子 或 离子 ,其 化 学 性 质 很 活泼 。 在 生物 体内 
它们 虽然 不 断 产生 ,但 也 在 不 断 地 被 清除 。 在 生理 条 件 下 ,处 于 平衡 状态 的 自由 基 浓度 是 极 低 的 。 
它们 不 仅 不 会 损伤 机 体 ,而 且 还 可 显示 出 独特 的 生理 功能 。 在 病理 情况 下 ,自由 基 的 产生 和 清除 失 
去 平衡 ,多余 的 自由 基 就 会 损伤 机 体 ,在 自由 基 的 产生 和 清除 机 理 中 某 些 酶 起 到 关键 作用 。 本 章 重 
点 介绍 生物 体内 自由 基 的 产生 和 清除 ,与 自由 基 密 切 相 关 的 抗 氧化 酶 。 


13.1 氧 自 由 基 在 生物 体内 的 作用 


13.1.1 自由 基 的 生物 学 意义 


在 正常 的 生命 过 程 中 自由 基 为 维持 生命 所 必需 ,但 自由 基 也 是 生物 大 分 子 、 细 胞 和 生物 组 织 的 
危险 杀手 。 在 正常 的 生理 情况 下 ,体内 自由 基 不 断 产 生 , 但 也 不 断 地 被 清除 ,使 之 维持 在 一 个 正常 
的 生理 水 平 上 ,过 多 或 过 少 都 会 给 机 体 造 成 损伤 , 在 某 些 病理 情况 下 , 自由 基 产 生 和 清除 功能 失去 
了 平衡 ,不 论 其 原因 是 自由 基 产 生 过 量 ,还 是 不 足 ,或 者 是 机 体 清 除 自 由 基 的 能 力 减弱 ,都 会 导致 疾 
病 的 发 生 或 衰老 。 一 般 来 说 ,自由 基 具 有 很 高 的 反应 活性 ,可 造成 对 机 体 的 损伤 ,但 在 正常 的 生理 
状态 下 ,自由 基 的 浓度 很 低 , 不 仅 不 会 损伤 机 体 ,而且 还 可 显示 出 独特 的 生理 作用 。 体 内 茶 些 重 要 
物质 ,例如 前 列 腺 素 的 合成 就 是 通过 自由 基 反 应 实现 的 。 另 一 方面 ,人 体 还 可 利用 自由 基 的 杀伤 作 
用 清除 异物 ,例如 吞噬 细胞 的 杀菌 过 程 就 涉及 到 自由 基 对 微生物 的 杀伤 作用 。 


13.1.2 ”生命 过 程 中 某 些 重要 的 自由 基 反 应 
不 少 酶 反应 都 有 自由 基 参 与 ,例如 ,氨基酸 的 氧化 脱 氨 作 用 


氨基 酸 氧化 酶 
R-CH- COO R-C—CO™ 
NH3 FP FP—2H Fp 
H20 


Gere 
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黄 素 蛋白 接受 由 氨基 酸 脱出 的 氢 变 为 还 原型 黄 素 蛋 白 FP - 2H 


式 中 了 代表 黄 素 辅 基 的 其 余部 分 。 实 验证 明 上 述 两 种 氧化 过 程 是 分 两 步 完 成 的 ,例如 ,FAD - 2H 
(还 原型 黄 素 腺 味 叭 二 核 苷 酸 ) 氧 化 为 FAD( 黄 素 腺 味 叭 二 核 背 酸 ) 的 过 程 产 生 了 半 醒 类 型 的 目 由 
基 。 


及 
| 
na i | FAD KX FMN 
HC Zz NH 
Amax=450nm 
一 于 a 
f —lefi+le t 
N. 
ae pKa=8.4 : 
C NH H 
BC Np OS + HC AX UNH 
——— +H FMN 或 FAD 半 配 Wt Amax=490nm 
—H' \+1. le Ht 
OCT 
HaC | a 
H3C Zz NH 
| 
H 
FMN-H,  FAD—H, 
(无 色 ) 
辅酶 NAD* ( 烟 酰 胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 ) 和 NADP* ( 烟 酰 胺 腺 嗓 叭 二 核 苷 酸 磷 酸 ) 传 递 氢 的 作用 亦 被 
证 明 为 自由 基 有 历程 。 


在 某 些 药理 过 程 中 亦 与 自由 基 有 密切 关系 。 一 些 抗 衰老 , 抗 肿瘤 以 及 抗 脂 质 过 氧化 的 药物 Bil 
如 以 后 将 要 详细 讨论 的 维生素 C 和 维生素 卫 以 及 许多 中 药 的 有 效 成 分 都 是 自由 基 清 除 剂 。 

对 于 涉及 自由 基 的 病理 过 程 ,虽然 其 反应 机 制 大 多 尚 不 十 分 清楚 ,但 确实 证 明 有 自由 基 参 与 。 
例如 在 对 免 心肌 缺 血 再 灌注 的 研究 中 ,根据 实验 ,有 人 提出 所 产生 的 氧 自 由 基 是 来 自 心 肌 线 粒 体 或 
微粒 体 呼吸 链 上 泛 柄 (Q) 的 氧化 还 原 反 应 

QH, + Q—>2QH: 
QH: + 0, —>0; +Q+H* 
20; +2H* —-H,0)'+0, 


H, 0, + Fe’* —>OH + OH” + Fe’* 
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13.2 ”生物 体内 自由 基 的 产生 和 清除 


除了 物理 或 化 学 因素 可 使 生物 体 产 生 外 源 性 自由 基 外 ,生物 体内 自由 基 尚 可 从 非 酶 反应 和 酶 

应 中 产生 。 在 某 些 氧 化 还 原 反 应 中 产生 的 中 间 物 自由 基 如 FMN 或 FAD 半 配 自由 基 , 其 寿命 极 
ee ,而 且 对 机 体 无 明显 毒性 。 内 源 性 自由 基 一 般 指 氧 自由 基 及 其 活性 衍生 物 。 

在 生理 情 次 下 这 些 自由 基 不 断 在 产生 ,但 也 不 断 被 清除 ,因而 显 不 出 自由 基 对 机 体 的 损伤 。 由 
于 某 些 生 理 作用 或 生化 反应 中 需要 O, 、OH 等 参与 ,机 体 还 要 通过 自由 基 的 产生 与 清除 来 维持 有 
利 无 害 的 ,生理 性 低 水 平 的 、 稳 定 平 衡 的 自由 基 浓 度 。 必 须 指 出 的 是 ,在 某 些 病理 情况 下 ,自由 基 的 
产生 与 清除 失去 了 平衡 。 不 论 其 原因 是 自由 基 的 产生 增加 ,还 是 机 体 清 除 自由 基 的 能 力 减 弱 ,或 者 
兼 而 有 之 ,其 后 果 是 造成 了 对 机 体 的 损害 。 


13.2.1 生物 体内 自由 基 的 产生 


生物 体内 产生 的 自由 基 主 要 是 0; (或 HO; ) 与 OH 及 其 活性 衍生 物 如 H,0,.'0,.RO,RO, 及 
ROOH。 

13.211 A; a 

A 非 酶 反应 

在 需 氧 的 生物 体内 到 处 存在 着 O,. MRE 0, 参与 的 非 酶 反应 中 O, 能 从 还 原 剂 接受 一 个 电 
子 , 就 可 以 转变 为 0, 。 这 类 的 非 酶 反应 在 生物 体内 是 存在 的 , 现 简 述 如 下 : 

(1) 在 0, 的 存在 下 ,有 些 生物 分 子 氧化 时 可 产生 0; 。 这 些 生物 分 子 包括 甘油 醛 、 还 原型 核 黄 
素 、 FMN 与 FAD 肾上腺 素 、 四 氢 唆 哈 和 半 胱 所 酸 、GSH 等 殖 基 化 合 物 。 

(2) 在 人 体内 , 铁 与 蛋白 质 结合 成 血红 蛋白 `. 肌 红 和 蛋白 、 铁 蛋白 等 化 合 物 。 非 蛋白 质 结合 的 铁 
是 极 少 的 ,如 在 脑 脊 散 液 中 仅 含 有 2.2+ 上 1.3pmolL。 在 离 体 实验 中 已 证 明 Fe 可 逐渐 被 空气 中 0 
氧化 为 Fe*+ ,同时 0, 转变 为 0; 。 

Fe’* +0, 一 Fe - 0 ——Fe’* - 0; =—Fe’* +0; 

(3) 在 非 酶 反应 中 以 氧 合 血红 蛋白 转变 为 高 铁血 红 和 蛋白 时 产生 的 0， 最 值得 重视 。 因 为 每 日 
人 体 中 红细胞 的 氧 合 血红 蛋白 约 有 3% 转 变 为 高 铁血 红 和 蛋白, 表明 循 此 途径 可 有 相当 量 的 0 产 
生 。 


蛋白 质 - 血红 素 - Bt AG ate — 120% - Fe** 
( 氧 合 血红 蛋白 ) 高 铁血 红 蛋 白 ) 


在 铜 离子 与 NO; 的 存在 下 ,上 述 反应 可 加 速 。 居 住 在 ay Te KR KA, CE BL 
饮 了 NO; 污染 的 水 时 , 肠 中 细菌 可 将 NO; 还 原 为 NO; ,从 而 促使 高 铁血 红 和 蛋白 与 0 的 产生 。 
(4) 在 生物 体内 经 常 产 生 了 瑟 0,。 如 果 HO, 不 及 时 被 清除 , 则 有 可 能 与 过 渡 金 属 离子 或 其 复合 
物 如 ADP- Fe 反应 ,产生 0, 。 
ADP - Fe+ +2H,0, 一 ~ADP-Fe+ +0; +2H,0 
(5) 在 氧化 还 原 反 应 中 本 类 化 合 物产 生 的 半 醒 自由 基 可 与 0, 反应 产生 0: 。 


SQ’ +0, 一 ~Q 二 0; 
半 醒 fi 
B 酶 反应 
需要 氧 维持 生命 的 生物 包括 细菌 等 微生物 以 及 人 ,其 体内 一 定 会 有 氧 代 谢 。 在 氧 的 代谢 反应 
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中 常 有 酶 促 氧化 与 还 原 。 这 表明 有 些 酶 促 反 应 中 可 能 有 0 的 产生 。 

a 黄 味 叭 或 次 黄 味 吟 氧化 为 尿酸 

在 黄 味 叭 氧化 酶 的 催化 下 , 黄 味 叭 (或 次 黄 味 叭 ) 可 通过 将 单 电子 或 双 电 子 给 予 0, 的 方式 氧化 
为 尿酸 。 

fe MM + 20, + H,O—> RMR + 207 +2H* 
Ba ERS + O, + HO 一 ~ 尿酸 + H,0, 

b 醛 氧化 酶 

醛 氧化 酶 也 具有 2 个 FAD. 2 个 Mo 及 8 个 Fe。 它 还 含有 1 个 或 2 个 分 子 的 辅酶 。 

它 的 系统 名 称 为 醛 - 氧 -氧化 还 原 酶 ,其 底 物 为 醛 与 氧 。 该 酶 可 催化 醛 与 氧 反 应 生成 酸 和 O, 。 
它 对 底 物 的 专 一 性 较 黄 味 叭 氧化 酶 更 差 , 它 尚 可 催化 N - 甲 基 烟 酰胺 转变 为 2 吡啶 酮 。 


CONH, CONH, 
NA AN NA 
酸 COOH 醛 氧化 酶 
Ri e at iG) 
\ \ \ 
N 0 


| 
CH, CH, 
NFHS Je, Se BR oth BEF 
c 线粒体 呼吸 链 有 关 的 某 些 酶 
线粒体 呼吸 链 为 NADH. BREA 、 铁 硫 和 蛋白、 泛 本 与 细胞 色素 类 组 成 的 一 系列 氧化 还 原 系 统 。 
辅酶 Q( 泛 柄 UQH, ) 可 转变 为 泛 半 柄 (UQH ) ,如 氧化 型 细胞 色素 c(Cyt c* ) 可 使 UQH, 氧化 成 
UQH 自由 基 。 它 可 自 氧 化 为 UQ, 同时 产生 O; 。 
UQH, +Cytec 一 >UQH +Cytc +H* 
UQH' + 0, —~UQ+ H* 0, 


1 
琥珀 酸 一 一 | 
| Ce 1 SSM 
RA Il 
_ 289! pa Me SSS = =- 一 一 -一 一 一 一 一 --] SAD IV 
ee 4 a re 
NAD FMN—— (Fe- S).-———;——._ yg} ——. b, — by —c, —7—c +— aa iC 

1 ， ， ， ' 
ET 下 一 3 H20 


BRS AM 1.1. 亚都 涉及 泛 配 ,可 能 产生 0, ,但 其 效能 并 不 一 致 。 一 般 认 为 ,复合 物 工 与 复 
合 物 亚 都 含有 UQ ,是 产生 0; 的 主要 部 位 ,而 将 电子 传递 至 UnQ 的 复合 物 I 却 是 次 要 的 。 

必须 指出 的 是 ,0; 的 产 率 快 慢 决定 于 线粒体 代谢 的 状态 。 在 生理 条 件 下 ,生物 体内 96% ~ 
99% HY) 0, 可 通过 细胞 色素 氧化 酶 的 催化 而 还 原 为 水 , 仅 1% ~4% 8 0, 产生 0, 与 了 开 0,。 由 于 0, 
5 H,0, 可 分 别 被 SOD 及 过 氧化 氨 酶 、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 清除 ,因此 不 会 积累 到 足以 损伤 机 体 的 
浓度 。 但 是 在 线粒体 结构 与 功能 受到 影响 时 ,0， 与 H,0, 的 生成 可 能 增多 ,如果 增 加 到 超过 生物 体 
内 的 防御 能 力 ,就 会 发 生活 性 氧 对 机 体 的 损伤 。 

d 微粒 体 电 子 传 递 系 统 有 关 的 某 些 酶 

微粒 体 不 是 细胞 内 存在 的 实体 组 织 名 称 ,而 是 用 差 速 离心 分 离 细 胞 器 所 得 到 的 核 蛋 白 体 与 内 
质 网 膜 。 前 者 为 蛋白 质 生 物 合成 的 场所 。 后 者 的 功能 虽 随 细胞 不 同 而 异 ,但 都 存在 电子 传递 系统 ， 
其 中 某 些 酶 反应 产生 0, 。 
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脂肪 酸 、 省 体 药物 及 许多 异 生 素 (xenobiotics) 的 氧化 转变 反应 中 需要 微粒 体 电 子 传 递 系统 。 
后 者 包括 了 三 种 黄 素 蛋 白 (fp fp 及 fp; ) 和 其 他 黄 素 蛋 白 以 及 两 种 血红 素 蛋 白 ( 细 胞 色素 bs 与 细 
胞 色素 P450)。 

1) 黄 素 蛋白 (fp, )。 具 有 NADPH -细胞 色素 P450 还 原 酶 的 功能 ,含有 FMN 与 FAD 两 种 辅 基 。 


在 氧化 还 原 过 程 中 产生 的 自由 基 型 黄 素 蛋 白 可 在 特殊 情况 下 与 0, 反应 生成 0, ,HO， MHBAD 
如 :0, 可 能 参与 脂 类 过 氧化 ,或 在 血红 素 加 氧 酶 作用 下 使 血红 素 氧 化 裂解 为 胆 色 素 。 

2) 黄 素 蛋 白 (fp, )。 又 名 NADH -细胞 色素 by 还 原 酶 。 它 可 将 电子 从 NADH 传递 到 细胞 色素 
bs c 

3) 黄 素 蛋 白 (fp; )。 即 所 谓 的 混合 功能 胺 氧化 酶 ,其 功能 是 参与 许多 二 级 及 三 级 胺 的 氧化 转 

4) 其 他 黄 素 蛋 白 。 在 肝 微 粒 体 中 除 含有 fp. 与 fp, 三 种 黄 素 蛋白 外 ,还 含有 其 他 的 黄 素 蛋 
白 , 如 DT 黄 递 酶 、 葡 糖 酸 丙酮 氧化 酶 。 

5) 细胞 色素 bs. Wf, 与 fp, 两 种 黄 素 蛋 白 之 间 的 电子 传递 蛋白 。 它 具有 脱 饱和 酶 的 作用 ,如 
可 使 硬 脂 酰 - CoA 转变 为 油 酰 - CoA。 它 在 微粒 体 电子 传递 系统 中 的 主要 作用 可 能 是 作为 氧化 型 细 
胞 色素 P450 的 电子 供 体 。 

6) 细胞 色素 P450。 它 在 许多 有 机 化 合 物 的 氧化 转变 中 起 到 氧 活 化 与 底 物 相互 作用 的 关键 酶 。 
其 辅 基 为 Fe+ -血红 素 。 

e 其 他 酶 体系 

产生 0; 的 酶 反应 尚 有 多 种 酶 。 二 氢 乳 清 酸 脱 氢 酶 NADPH 氧化 酶 、 铁 氧 还 蛋白 - NADPH 还 原 
酶 . 红 氧 还 蛋白 - NADPH 还 原 酶 ,非特 异性 过 氧化 物 酶 、 硝 基 两 烷 双 氧 酶 \. 叫 吹 胺 双 氧 酶 \ 色 氢 酸 双 
氧 酶 . 半 乳 糖 氧 化 酶 等 。 


1) 二 氧 乳 清 酸 脱 氢 酶 
K 
JX 289 a 
HN CH2 eh Yu + NADH + H* 
hah C—COOH 
二 氨 乳 清 酸 乳 清 酸 


在 二 氢 乳 清 酸 脱 氧 酶 作用 下 ,二 氧 乳 清 酸 可 转变 为 乳 清 酸 。 由 于 该 系统 含有 泛 本 ,可 在 催化 反 
应 中 转变 为 泛 半 柄 , 泛 半 本 与 0, 反应 可 产生 氧化 型 泛 醒 及 0; 。 

2) NADPH 氧化 酶 或 NADH 氧化 酶 

该 酶 存在 于 嗜 中 性 粒 细胞 及 巨 叭 细胞 的 浆 膜 内 。 在 NADPH 氧化 酶 或 NADH 氧化 酶 作用 下 ,可 
产生 O; ,同时 NADPH 或 NADH 可 氧化 为 NADP+ 或 NAD+ 。 

3) 铁 氧 还 蛋白 - NADPH 还 原 酶 

该 酶 的 底 物 为 铁 氧 还 蛋白 及 NADPH。 在 0, 的 存在 下 其 他 催化 产物 除 0, 外 , 尚 有 NADP* 及 
还 原型 铁 氧 还 蛋白 。 

4) 红 氧 还 蛋白 - NADPH iG) 

红 氧 还 蛋白 - NADPH 还 原 酶 的 催化 作用 虽 与 铁 氧 还 蛋白 - NADPH 还 原 酶 类 似 , 但 底 物 之 一 红 
氧 还 蛋白 与 后 者 不 同 。 在 催化 反应 中 都 产生 O; 。 

5) 过 氧化 物 酶 

在 植物 与 细菌 中 含有 非特 异性 过 氧化 物 酶 。 该 酶 的 辅 基 为 Fe - 原 中 啉 及 ,其 分 子 结构 式 如 
F: 
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HOOCCH:CH: CH2CHzCOOH 


42 H,0, 存在 下 , 它 可 作用 于 愈 创 木 脂 醇 、 联 葵 胺 与 邻 联 二 茄 香 胺 以 及 其 他 底 物 。 设 底 物 为 
SH, , 则 其 反应 式 可 表示 如 下 : 
过 氧化 物 酶 (非特 异性 ) + HO, 一 ~ 化 合 物 工 
化 合 物 工 +NADH 一 ~ 化 合 物 开 +NAD` + H* 
KAD Il + NADH 一 ~ 过 氧化 物 酶 +NAD + H* 
2NAR +20, —>2NAD* +20, 
NAD 是 一 种 自由 基 。 它 与 0, 反应 可 产生 0; 。 其 反应 速度 是 很 高 的 , 户 为 1.9x10?L'mol 
cm a 
6) 硝 基 丙烷 双 氧 酶 
该 酶 可 催化 2 - 硝 基 两 烷 氧 化 为 丙酮 ,同时 产生 0, 。SOD 可 抑制 其 氧化 反应 。 
7) BARRO A 


该 酶 可 作用 色 氨 酸 ,但 不 能 作用 其 他 底 物 。 在 催化 过 程 中 既 产 生 了 0; ,又 利用 了 0, ,其 产物 
为 N - 甲 酰 -大 尿 氮 酸 。 

8) 半 乳 糖 氧 化 酶 

该 酶 可 催化 半 乳 糖 氧 化 。 其 底 物 分 子 中 一 CEEOH 转变 为 产物 分 子 中 一 CHO。 在 催化 反应 中 产 


生 0; ,而 且 0; 也 参与 其 催化 作用 。 

13.2.1.2 ‘OHM PFA 

OH AUC EAE IIR, Ae POE AERA AB. UREA RA BE 
物 分子 如 核酸 不 处 在 "OH 产生 部 位 , 则 不 会 受到 损伤 。 虽 然 至 今 难于 用 现 有 的 技术 直接 检查 出 生 
物体 内 的 "OH, 但 是 已 有 很 多 事实 间接 证 明生 物体 内 确 有 `OH 产生 。 

A 通过 Fenton 型 Haber-Weiss 反应 产生 `OH 

已 有 不 少 实验 证 据 指出 ,生物 体内 OH 的 产生 也 可 能 通过 类 似 反应 ,其 理由 是 该 反应 中 Fe 、 
0; 5 H,0, 都 在 生物 体内 存在 或 经 常 产 生 ,即使 没有 Fe’ 与 0 ,只 要 有 Cut 代替 Fe 与 0 反应 
中 产生 的 Fe’* ,也 可 与 HO, 反应 产生 `OH, 甚 至 某 些 还 原 剂 如 抗坏血酸 也 可 起 到 类 似 作 用 。 但 是 


必须 指出 的 是 ,如 果 体 内 清除 0, 与 H,O, 能 力 较 强 , 通 过 Fenton 型 Haber-Weiss 反应 产生 `OH 的 可 
能 性 是 很 小 的 。 

B 某 些 药物 在 体内 代谢 中 可 能 产生 OH 

1) 产 化 的 化 学 药物 ,如 6 -羟基 多 巴 胺 .6 - 氮 基 多 巴 胺 ,6,7- 二 羟基 色 胺 ,5 BEER 
氧 喀 啶 进入 生物 体内 ,可 产生 `O0H。 其 证 据 是 :(1) 与 甲 硫 基 丙 醛 反应 可 产生 CH ; (2) 被 'OH 清除 
剂 抑制 。 

2) 带 有 本 型 的 抗 肿瘤 药物 ,如 博 莱 霉 素 、 丝 裂 霉 素 B、C 与 链 黑 霉 素 进 入 生物 体内 ,可 产生 OH。 
其 证 据 是 它们 都 可 与 "OH 捕获 剂 DMPO 或 PBN( phenyl butyl nitrone) 结 合 。 
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C 某 些 酶 或 其 复合 体系 可 产生 `OH 

1) 黄 味 叭 氧化 酶 。 已 知 黄 味 叭 氧化 酶 催化 黄 味 叭 氧化 反应 中 产生 0 与 于 0, , 则 在 生物 体内 
铁 离 子 存在 条 件 下 可 进一步 转变 为 "OH, 其 证 据 是 :(1) 与 甲 硫 基 两 醛 反 应 产生 CH ;(2) 可 被 SOD 
与 过 氧化 氢 酶 抑制 ;(3) 可 被 OH 清除 剂 清除 ;(4) 加 入 H,0,, Bl Al OH 产量 增多 使 `'OH 的 反应 加 
强 。 

2) 前 列 腺 素 合成 酶 。 该 酶 的 催化 反应 中 产生 的 OH 可 使 酶 发 生 自 身 失 活 ,但 加 入 甲 硫 基 两 醛 
不 仅 可 除去 `OH, 使 酶 自身 失 活 受到 抑制 ,而 且 通 过 甲 硫 基 两 醛 与 OH 反应 产生 的 CH ,可 间接 证 
明 酶 促 反 应 中 确 有 `OH 产生 。 

3) 乌 味 叭 环 化 酶 。 在 酶 促 过 程 中 所 需要 的 'OH 可 在 反应 中 产生 ,其 主要 证 据 是 其 反应 可 被 
OH 清除 剂 抑制 。 

4) 微粒 体 乙 醇 氧 化 体系 。 在 肝 微粒 体 中 存在 醇 脱 氢 酶 , 它 可 使 乙醇 氧化 为 乙 醛 ,同时 产生 
H,0,. Ja iw Fenton 反应 可 产生 OH, 其 证 据 是 :(1) 用 脱 铁 敏 (desferioxamine) 使 Fe 不 能 参与 
OH 产生 的 反应 , 则 反应 受到 抑制 ;(2) 加 入 OH 清除 剂 可 使 反应 受到 抑制 ;(3) 由 于 到 所 化物 可 抑 
制 过 氧化 氢 酶 ,加 入 花 氨 化 物 可 人 H,0, 与 Fe 之 间 反 应 更 加 强 。 

5) 微粒 体 电子 传递 体系 。 该 体系 可 能 产生 OO, ,并 可 间接 产生 "OH。 后 者 的 证 据 为 :(1) SH 
硫 基 两 醛 反应 产生 CH ;(2) 4 DMSO 反应 产生 CH ;(3) FTE OH 消除 剂 抑制 。 

D 某 些 生理 或 病理 生理 作用 中 产生 -OH 

1) 哮 中 性 白细胞 及 巨 鸭 细胞 吞噬 细胞 时 可 产生 `OH。 其 证 据 是 ,加 大 甲 硫 基 丙 醛 可 产生 
C, Hy. | 

2) RR. FERRE PA OH 产生 , HUE: OF) HK OH 消除 剂 抑 制 ;@ 可 被 过 氧化 氢 酶 与 
SOD 抑制 ;@ 加 入 HO, 可 增强 发 炎 作 用 。 这 些 证 据 表明 -OH 的 产生 可 能 通过 Fenton 型 的 .Haber- 
Weiss 反应 。 

3) O, 中毒。 从 肺 部 吸入 O, 后 ,0, 可 以 诱发 产生 `OH。 

4) 电离 辐射 。X 射线 或 y 射线 照射 生物 体 可 产生 OH。 

5) 其 他 物理 或 化 学 因素 对 生物 体 的 作用 。 由 于 自由 基 相 互 作 用 ,其 他 物理 因素 如 光 通 过 光敏 
剂 的 作用 产生 的 0， 或 :0, 就 有 可 能 产生 "OH。 有 些 化 学 因素 如 毒物 进入 生物 体 后 也 可 能 直接 或 间 
fer" OH. 

13..2.1.3° 8.0, HF s 

O, 获得 两 个 电子 就 可 成 为 0, 在 于 "存在 的 条 件 下 可 转变 为 HO, ,但 事实 上 O, 难于 同时 接 
受 一 对 电子 。 虽 然 通过 0， 或 HO, 的 自动 歧化 反应 可 产生 HO, ,但 是 在 pH 值 为 7.4 的 生理 条 件 


下 ,主要 还 是 0, 。0; 的 歧化 反应 速度 是 较 低 的 ,因此 在 生物 体内 ,通过 非 酶 反应 产生 了 瑟 0, 的 可 能 
性 是 很 小 的 。 在 生物 体内 H,0, 的 产生 是 通过 酶 促 反 应 。 
在 生物 体内 产生 HO, 的 酶 促 反 应 是 比较 多 的 ,如 黄 味 叭 氧化 尿酸 ,D -氨基 酸 氧化 为 酮 酸 ,D- 


葡萄 糖 氧 化 为 D - 葡 糖 酸 内 酯 , 胺 类 化 合 物 氧化 为 醛 类 以 及 0 的 歧化 反应 。 


RS SUL 
Hi +0, + 也 0 一 一 > Rm + 10, 


D -氨基 酸 0, PAREN es IO + NH, 
葡 糖 氧化 酶 
D -葡萄 糖 + 0， D - 葡 糖 酸 内 酯 + H, 0, 
单 胺 氧化 酶 
胺 类 化 合 物 + 0, +HO 一 


- : SOD 
O, = O, + 2H* 77> H,0; + O, 


REZE + H,O, + NH, 
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在 这 些 酶 促 反 应 中 ,除了 SOD 催化 O; 歧化 为 瑟 0, 外 ,其 他 酶 均 直 接 使 0, FARA HO). ARLE 


与 内 质 网 产生 的 0; 是 HL0, 产生 的 主要 来 源 。 其 了 瑟 0, PRA SAREH 1.7%. 
13.2.1.4 '0, OF 


BIRR LRU O; 的 自动 歧化 反应 中 产生 :0, ,但 证 据 是 不 足 的 。Fenton 反应 中 产生 0, 虽 
有 一 些 间 接 证 据 , 然 而 至 今 尚 无 确 论 。 在 生物 体内 0; 产生 的 来 源 如 下 。 


(1) 嗜 中 性 白细胞 与 巨 鸣 细 胞 吞噬 细菌 时 人 过 氧化 物 酶 的 催化 反应 
—— Cl- +H,0+'O 


OCl” + H,0O, 

(2) 脂 类 过 氧化 过 程 中 RO; 与 RO, 的 相互 作用 
RO. te = BOOR. +O, 
(3) 光敏 反应 。 例 如 眼角 膜 中 柱 细 胞 含有 的 视 黄 醛 就 是 一 种 光敏 剂 , 在 光敏 反应 中 可 产生 
oe 
FEChv ) + 光敏 剂 一 ~ 激发 态 光 敏 剂 

激发 态 光 敏 剂 + 0, 一 ~ 基态 光敏 剂 + 0， 

(4) 某 些 植物 和 细菌 中 过 氧化 物 酶 的 催化 反应 ,例如 


| 
C-C 一 0 = 
RZ 65 owas | [ , +00, 
下 
i = 
bo 
FLAS 
13.2.1.5 脂 类 过 氧化 物 的 产生 
RO,RO, 与 ROOH 为 脂 类 过 氧化 产物 ,但 在 正常 生理 情况 下 , 脂 类 过 氧化 产物 的 含量 是 极 低 
的 ,即使 有 机 会 发 生 脂 类 过 氧化 ,其 产物 也 会 被 转变 为 无 害 物质 。 
在 第 三 章 活 性 氧 中 ,我们 已 经 简 述 了 脂 类 过 氧化 物 的 产生 ,但 均 指 离 体 实验 中 产生 的 条 件 。 在 
生物 体内 就 不 一 定 相同 ,例如 在 生物 体内 ,0， 是 可 以 产生 的 ,但 ,0, 本 身 并 不 能 使 脂 类 过 氧化 ,只 
有 其 质子 化 产物 HO; 具有 引发 脂 类 过 氧化 的 作用 。0, 5 ALO, 反应 所 产生 的 'OH 可 引发 脂 类 过 


氧化 ,但 体内 SOD 与 过 氧化 氢 酶 或 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 可 分 别 清除 0 与 H,0,. 'O, 虽 可 在 脂 类 
过 氧化 过 程 中 RO, 与 RO, 反应 时 产生 ,也 能 引发 脂 类 过 氧化 ,但 首要 前 提 是 要 有 其 他 活性 物质 如 
OH 作为 最 初 引 发 物 。 脂 类 过 氧化 为 链 式 反 应 ,但 可 在 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 与 谷 胱 甘 肽 转 硫 酶 作 
用 下 阻 断 。 抗 氧化 剂 如 维生素 刁 与 SH 化 合 物 也 可 阻止 脂 类 过 和 氧化。 

在 病理 情况 下 ,外 源 性 物质 如 O; 药物 与 毒物 都 可 间接 引发 脂 类 过 氧化 ,内 源 性 物质 如 活性 氧 
产生 增多 与 体内 清除 活性 氧 或 抗 脂 类 过 氧化 的 能 力 下 降 , 则 可 使 脂 类 过 氧化 发 生 或 加 强 。 


13.2.2 自由 基 的 清除 


活性 氧 既 包括 O; , OH, RO’ ,RO; 等 自由 基 , 又 直接 或 间接 地 关系 到 生物 体内 其 他 自由 基 的 产 
生 , 因 此 清除 活性 氧 的 能 力 实际 上 反映 生物 体内 清除 自由 基 的 效能 。 前 者 常 指 有 关 酶 的 活力 与 抗 
氧化 剂 的 作用 。 

13.2.2.1 酶 对 自由 基 的 清除 

A SOD 
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0, 还 原 为 水 的 过 程 中 第 一 个 中 间 物 就 是 0; 。 如 果 0;， 及 时 得 到 清除 , 则 产生 OH 的 可 能 性 就 
极 小 。 清 除 0 的 SOD 是 很 重要 的 ,但 在 组 织 细 胞 内 SOD 的 含量 是 不 同 的 ,例如 在 细胞 外 液 中 SOD 
含量 低 于 胞 浆 与 线粒体 。SOD 清除 0; 的 能 力 与 其 含量 多 宣 有 关 。 生 物体 合成 SOD 常 受 0 RE 
的 影响 ,例如 经 常 处 在 0, 分 压 较 高 的 环境 中 生物 体内 0 浓度 高 于 正常 水 平 ,在 0, 的 诱导 下 ， 
SOD 的 生物 合成 能 力 增高 。 必 须 指 出 的 是 ,SOD 清除 OO; 的 能 力 总 是 有 限度 的 ,如 果 0; 的 产生 超 
过 SOD 清除 0; 的 能 力 ,就 会 发 生 0, 对 机 体 的 危害 。 

B 过 氧化 所 酶 

过 氧化 氢 酶 可 清除 H,0, ,但 在 细胞 内 主要 存在 于 过 氧化 体 。 在 后 者 中 , 酶 反应 产生 的 HO, 可 
被 过 氧化 氢 酶 清除 ,其 他 细胞 器 如 线粒体 产生 的 HO, 可 透 过 细胞 器 膜 ,进入 胞 浆 。 其 中 尚未 得 到 
清除 的 可 进入 过 氧化 体 ,最 近 被 过 氧化 氢 酶 清除 。 

C 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 、 谷 胱 甘 肽 转 硫 酶 与 其 他 有 关 的 酶 如 葡 糖 - 6- 磷 酸 脱 氨 酶 

在 线粒体 及 胞 浆 中 所 产生 的 HO, 常 靠 谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 清除 。 脂 类 氧 过 氧化 物 可 被 谷 胱 甘 
肽 过 氧化 物 酶 或 谷 胱 甘 肽 转 硫 酶 清除 。 在 这 两 种 酶 作用 中 所 产生 的 GSSG 在 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 作用 
下 又 可 还 原 为 CSH ,继续 参加 清除 活性 氧 的 反应 。 同 时 由 NADPH 氧化 的 NADP* 需要 葡 糖 - 6- 磷 
酸 脱 氢 酶 的 催化 作用 才能 再 还 原 为 NADPH, 以 维持 体内 清除 活性 氧 的 能 力 。 

13.2.2.2 ” 搞 氧 化 齐 

A 维生素 下 

维生素 下 可 以 狂 灭 '0, ,又 可 与 "0, 起 反应 , 故 它 是 .0, 的 有 效 清 除 剂 。 依 靠 维 生 素 了 的 这 一 作 
用 ,生物 膜 可 免 受 :0, 的 损害 。 它 还 可 与 0， 反 应 ,但 反应 是 缓慢 的 。 在 脂 类 过 氧化 的 过 程 中 起 到 
连锁 反应 关键 作用 的 RO; 遇 到 维生素 卫 时 ,可 转变 为 化 学 性 质 较 不 活泼 的 ROOH, 同 时 维生素 卫 转 
变 为 维生素 刁 自由 基 , 再 变 成 o -妊娠 醒 及 其 他 产物 。 这 样 一 来 , 脂 类 过 氧化 的 链 式 反 应 可 以 中 
断 , 从 而 起 到 终止 脂 类 过 氧化 的 作用 。 在 抗坏血酸 作用 下 ,维生素 下 自由 基 可 转变 为 维生素 下 。 此 
反应 似乎 发 生 于 膜 的 表面 ,因为 水 溶性 维生素 C REE AR KE. 

B SRA | 

在 生物 体内 含有 的 SH 化 合 物 有 有 蛋白质 与 非 蛋白 质 。 在 含有 SH 基 的 非 蛋 白质 中 以 谷 胱 甘 肽 
的 含量 为 最 高 ( 表 13- 1)。 因 此 在 防护 自由 基 损 伤 作用 方面 比 其 他 SH 基 化 合 物 显得 特别 重要 。 


iain 
CO—NH—CH—CO—NH—CH,—COOH 


CH, 
re 
lili 
COOH 
——— 一 一 一 一 一 一 
y -和 谷 氮 酰 半 胱 氮 酰 HAR 


#3 EH Aik 
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表 13-1 哺乳 类 组 织 中 某 些 SH 基 化 合 物 的 含量 


a hi 
(10-° mol/g 44.48 ) 


SH 基 化 合 物 


半 胱 氨 酸 


硫 辛酸 5 一 25 
FHARRM= PAH 40—400 
: 辅酶 A 100—500 


4 HEH ik 500—10 000 


谷 胱 甘 肽 的 生物 学 作用 重要 性 还 表现 在 很 多 方面 ,如 它 为 某 些 酶 如 乙 二 醛 酶 . 顺 丁 烯 二 酸 单 酰 
乙酰 乙酸 异 构 酶 ,前 列 腺 素 内 过 氧化 物 酶 的 辅助 因子 ;参与 甲状 腺 素 的 生物 合成 胰岛 素 的 降解 以 
及 某 些 药物 或 毒物 的 代谢 。 

现 着 重 介 绍 它 防 护 自由 基 或 活性 氧 损伤 机 体 的 作用 。 

(1) 清除 H,0, 

1) H,O, + 2GSH —>GSSG + 2H, 0 

2) 参加 叶绿体 中 抗坏血酸 、 谷 胱 甘 肽 循环 以 清除 H, 0, © 

HO» mh 坏 th B GSSG NADPH 
k ae * 
ee 脱 氢 抗坏血酸 aa NADP* 


其 中 中 抗坏血酸 过 氧化 物 酶 ,@ 脱 氧 抗坏血酸 还 原 酶 ,G 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 。 


(2) 修复 损伤 
例如 使 有 机 自由 基 恢 复 为 原 有 机 化 合 物 
R' + GSH—>RH + GS 
2GS 一 ~GSSC 


(3) 防护 脂 类 过 氧化 物 造 成 的 损伤 
ROOH + 2GSH -一 ~GSSG+ ROH + H,0 
(GSSG + 2NADPH -一 ~2GSH + 2NADP* ) 


谷 胱 甘 肽 还 原 酶 
C 抗坏血酸 
OH OH oH 
的 1 
wad ace a Hes a cies 
OH OH ene oO 0 
血 半 脱 氧 抗坏血酸 
抗坏血酸 自由 基 脱 氨 抗 坏 血 酸 


抗坏血酸 是 电子 供 体 ,为 还 原 剂 , 当 它 供给 一 个 电子 时 就 成 为 半 脱 氧 抗坏血酸 自由 基 , 如 再 供 
给 一 个 电子 , 则 成 为 脱氧 抗坏血酸 。 

由 于 抗坏血酸 有 这 种 特性 ,在 低 浓 度 抗坏血酸 中 它 可 使 Fe * 还 原 为 Fe ,Fe 与 H,O, 反应 生 
成 OH ,显示 有 害 作 用 ,但 在 生物 体内 抗坏血酸 浓度 比较 高 , 它 可 作为 自由 基 清 除 剂 ,如 : 
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抗坏血酸 + 0; + H*—~H,0, + 半 脱 氧 抗坏血酸 自由 基 
R + 抗坏血酸 一 ~>RH+ 半 脱氧 抗坏血酸 自由 基 
‘OH + 抗坏血酸 一 ~ 卫 O+ 半 脱 氢 抗坏血酸 自由 基 
D RR 
Ames 报道 ,在 人 的 血浆 中 含有 0.12 ~ 0.45mmolL 的 尿酸 。 它 是 单线 态 氧 和 `OH 的 有 力 清 除 
剂 。 有 些 学 者 还 指出 ,尿酸 可 抑制 脂 类 过 氧化 ,而 在 细胞 外 液 中 SOD 与 过 氧化 氢 酶 都 很 低 。Ames 
认为 ,尿酸 可 能 和 抗坏血酸 一 样 起 到 抗 氧化 剂 作用 。 在 人 血 中 尚 存在 4.5mmolL 葡萄 糖 。 后 者 也 
可 清除 "OH。 OH 与 尿酸 反应 产生 的 自由 基 可 迅速 与 0, 反应 生成 有 机 0; ,有 机 0; BAA th 
可 损伤 某 些 酶 ,但 其 反应 性 较 `OH 差 得 很 多 。 
E 8B 胡 萝卜 素 与 NADH 
8 胡萝卜 素 与 NADH 可 以 使 CC 0; 自由 基 转 变 为 CC 0; ,从 而 使 CC 0; 化 学 活性 丧失 。 在 
反应 中 所 产生 的 8 AB bh ARS NAD 等 自由 基 的 化 学 活性 低 ,对 其 他 生物 分 子 影 响 甚 小 。B8 胡 葛 
h #45 NADH 尚 可 使 R 转变 为 RH, 从 而 起 到 减轻 有 机 自由 基 的 损伤 作用 。 
CCl,0; + HA / A—CCLO; + BAB bh R* 
CCl,0; + NADH——-OCIL,0; + NAD’ + H* 
R +P th hA+H*—~RH+ BB bB* 
R’ + NADH —~RH + NAD’ 
F mRAEE A 
在 正常 成 人 血浆 中 血浆 铜 蓝 蛋 白 含量 为 300mg/100ml ,这 是 一 种 vc 糖 蛋白 。 最 初 以 为 它 的 功能 
是 转运 Cu, 但 后 来 发 现 它 可 催化 Fe* 氧化 为 Fe+ ,而 且 对 于 许多 芳香 族 胺 类 与 酚 类 也 有 类 似 作用 。 
有 些 学 者 指出 , 它 可 动员 贮藏 的 胺 类 , 以 调节 循环 血液 中 生物 活性 胺 如 肾上腺 素 与 羟 叫 唆 。 近 来 发 
现 血 浆 铜 蓝 蛋 白 可 能 是 一 种 抗 氧 化 剂 ,如 能 抑制 抗坏血酸 或 无 机 铁 引 起 的 脂 类 自 氧化 。 它 还 能 清 
EO; 。 当 患 发 炎 性 疾病 如 风湿 性 关节 炎 ,感染 或 怀孕 时 ,血浆 铀 蓝 蛋 白 都 会 增高 ,甚至 在 任何 损伤 
情况 下 也 有 同样 情况 。 它 可 能 是 抗御 活性 氧 的 抗 炎 性 内 生 蛋 白质 。 
血浆 铜 蓝 蛋白 清除 0， 的 能 力 仅 为 SOD 的 1/30 000, 但 由 于 血浆 中 该 蛋白 含量 较 高 ,实际 上 相 


当 于 100mL 血浆 中 含 30vgSOD , 故 清 除 0; 的 作用 不 可 忽视 。 
G RSH 


HO OH 
ne ae 


图 13-1 茶 多 酚 的 四 个 单 体 的 结构 式 
茶叶 在 中 国 和 世界 已 有 几 千 年 栽种 和 饮用 历史 。 喝 茶 有 助 于 健康 已 被 广大 人 民 所 接受 , 喝 茶 
可 以 预防 一 些 疾病 也 被 流行 病 学 所 证 实 。 过 去 一 般 认 为 喝 茶 有 助 于 健康 是 因为 茶叶 中 含有 维生素 
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和 一 些微 量 元 素 ,但 是 这 一 看 法 并 不 全 面 。 近 来 研究 表明 ,茶叶 中 对 身体 健康 最 有 益 的 物质 是 具有 
很 强 抗 氧 化 能 力 的 茶 多 酚 。 茶 多 酚 占 茶叶 干 重 的 30% 左 右 。 科 学 研究 证 明 AAA WA 
除 氧 自由 基 和 脂 类 自由 基 ,预防 脂 质 过 氧化 。 茶 多 酌 是 一 种 多 酚 类 物质 , 它 包 含 四 种 单 体 成 分 ,其 
结构 如 图 13-1 所 示 。 
由 于 这 四 种 儿 茶 素 的 结构 不 同 ,它们 对 氧 自由 基 的 清除 效率 也 不 一 样 , 表 13 - 2 给 出 了 用 化 学 
发 光 法 和 ESR 技术 测量 的 结果 。 
表 13-2 ， 茶 多 酚 四 种 单 体 对 超 氧 阴离子 自由 基 的 清除 率 (nmol/E) 
RAR EGCG ECG EC EGC 
清除 率 316.3 +2.4 263.0+6.0 231+4.0 228.9+4.1 


由 表 中 的 数据 可 以 看 出 具有 较 多 酚 羟 基 的 儿 茶 素 具 有 较 强 的 抗 氧 化 能 力 。 这 几 种 儿 茶 素 对 氧 
自由 基 的 清除 能 力 按 以 下 关系 递减 :EGCG > ECG > EC > EGC. 

H 银 查 叶 提 取 物 (ECb) 

银杏 树 (Ginkgo biloba) 为 银杏 科 银 杏 属 植物 ,又 名 公孙 树 ,为 中 国 特有 的 古老 植物 ,其 叶 作 药 用 
在 我 国 已 有 5 000 年 的 历史 ， 神 农 本 草 " 就 有 记载 ,银杏 具有 治疗 哮喘 和 气管 炎 的 作用 。 自 20 世纪 
60 年 代 以 来 国内 外 学 者 对 银杏 的 化 学 成 分 药理 作用 及 其 应 用 作 了 大 量 的 研究 工作 。 

银杏 提取 物 (extract of ginkgo biloba) 的 种 类 很 多 ,提取 方法 不 同 ,其 效果 也 不 同 。 最 早 注 册 的 银 
查 提 取 物 是 1965 年 德国 的 商品 Tebonin, 后 被 法 国 研 究 发 展 注册 为 Tanakan(1974 年 ) , 现 定名 为 
ECb761 ,已 在 30 多 个 国家 得 到 应 用 。 

EGb 有 清除 多 种 自由 基 的 作用 ,是 一 种 广 谱 的 自由 基 清 除 剂 ,我 们 的 实验 表明 它 具 有 清除 羟 自 
由 基 ` 超 氧 队 离 子 自 由 基 和 一 氧化 氮 ,抑制 脂 质 过 氧化 作用 ,其 作用 强度 与 自由 的 酚 羟 基数 目 有 关 ， 
50H(myricetin) > 4, H( quercetin) > 3OH(fisetin，kaempefol, rutin) ， 其 结构 中 吡 喃 环 上 C2 -3 位 间 双 
键 和 B 环 两 个 邻 位 羟基 基 团 是 作用 所 必需 的 。 

13.2.2.3 自由 基 修 复 机 理 

在 正常 生物 体内 ,自由 基 的 产生 与 清除 可 维持 低 水 平 的 有 利 无 害 的 平衡 ,但 很 可 能 有 少数 自 
由 基 会 损伤 生物 分 子 , 使 后 者 成 为 自由 基 。 然 而 这 些 自由 基 又 可 在 抗 氧 化 剂 作用 下 转变 为 原来 的 
生物 分 子 。 这 种 现象 称 为 自由 基 修 复 ,通过 酶 反应 的 生物 分 子 修复 常 称 为 生化 修复 。 

A 防止 自由 基 的 产生 

在 生物 体内 存在 的 过 氧化 氢 酶 与 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 能 催化 LO, 分 解 。 铁 传递 蛋白 与 铁 蛋 
白 能 结合 铁 。 这 些 作 用 可 防止 O, 45 HO, 在 铁 离子 作用 下 产生 更 有 毒害 的 "OH。SOD 对 0 的 清 
除 也 有 助 于 防止 "OH 自由 基 的 产生 。 

B 自由 基 的 清除 

生物 体 具 有 的 清除 自由 基 的 能 力 ,可 使 生物 分 子 避免 受到 自由 基 的 损伤 。 虽 然 防 止 自由 基 的 
产生 或 自由 基 的 清除 都 不 直接 关系 到 自由 基 修 复 ,但 可 减少 生物 分 子 受 到 更 多 自由 基 的 损害 ,有 助 
于 自由 基 修 复 效能 。 

C 自由 基 的 修复 

Alexander 与 Charlesby 早 就 对 多 聚 体 的 辐射 防护 提出 了 自由 基 修 复 的 学 术 思想 。 他 们 认为 琉 
基 化 合 物 抗 辐 射 机 理 可 能 是 自由 基 修 复 。 其 代表 性 反应 如 下 所 示 : 

a 生物 分 子 自由 基 的 生成 


| a | 
CH5 CH’ 


多 聚 体 分 子 的 一 部 分 “多 聚 体 自由 基 


PH + CH 一 > CH +P’ 
(防护 剂 ) 防护 剂 自由 基 ( 化 学 活性 低 ) 
多 聚 体 自由 基 修复 的 多 聚 体 
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b 生物 分 子 自由 基 的 变化 
必须 指出 的 是 ,如 果 多 聚 体 自由 基 不 能 及 时 得 到 H 而 恢复 为 多 聚 体 , 则 在 O, 存在 下 可 转变 为 
过 氧 自由 基 , 然 后 发 生 分 解 。 


| | 
He ASAE DW (R'SH) FY Bete Bl BP A VE FA, 40 ile tre ot R'S ” 。 其 他 学 者 


相继 指出 , 谷 胱 甘 肽 抗坏血酸 、 维 生 素 E.B 胡 葛 卜 素 与 NADH 可 修复 自由 基 引 起 的 生物 分 子 损伤 。 
重要 生物 分 子 如 核酸 与 蛋白 质 可 能 受到 辐射 所 致 自由 基 的 损害 ,但 在 防护 剂 作用 下 ,可 以 得 到 
恢复 。 
例如 胸腺 喀 啶 与 dCMP 遇 到 OH 都 可 转变 为 加 成 化 合 物 。 如 不 能 及 时 修复 ,这 些 加 成 化 合 物 
将 分 解 ,从 而 使 生物 大 分 子 受到 不 可 逆 的 伤害 ; 徊 有 修复 剂 帮助 ,可 以 恢复 成 胸腺 喀 啶 与 dCMP。 


-OH + 胸腺 喀 啶 一 > 胸腺 喀 啶 (OH)- 宇 -分离 


‘OH + dGMP —>dGMP( OH) —"> 4} 
Ag ARR BE ME (OH) + RSH 一 ~ 胸腺 喀 啶 + RS 5 
dGMP( OH)’ + RSH —>dGMP + RS’ 
(RSH 为 修复 剂 ) -修复 剂 自由 基 
c 顺序 自由 基 修 复 
要 使 生物 分 子 自由 基 不 断 地 得 到 修复 ,首要 条 件 是 修复 剂 自 由 基 也 要 恢复 为 原来 修复 剂 分 子 。 
顺序 自由 基 修 复 可 以 起 到 这 样 的 重要 作用 。 
例如 在 电子 传递 反应 中 , 谷 胱 甘 肽 可 以 不 断 地 修复 R 为 RH。 


ee GSH NAD* 
RH x Gs” x NADH 
CHER E SHURE F ,顺序 自由 基 修 复 更 可 发 挥 作 用 。 


R RSH Y 维生素 E 自 由 基 
$i vii 维生素 C 


维生素 E 自由 基 


13.3 ”生物 体内 一 些 重要 的 抗 氧 酶 


为 了 防止 活性 氧 对 机 体 的 危害 ,机 体 的 首要 防御 手段 是 氧 不 能 通过 4 次 单 电子 还 原 反 应 ,而 是 


通过 细胞 色素 ,氧化 酶 的 催化 作用 ,使 氧 接受 4 个 电子 与 4 个 离子 直接 还 原 为 水 。 如 果 通 过 单 电子 ， 


反应 产生 0; 45H, 0, 或 进一步 发 生 LH 过 氧化 ,机 体 可 使 用 第 二 道 防 御 手段 , 即 SOD 等 抗 氧 酶 来 清 
除 , 下面 简要 介绍 几 种 生物 体内 重要 的 抗 氧 酶 。 


13.3.1 超 氧化 物 歧 化 酶 


超 氧 化 物 歧 化 酶 (Superoxide dismutase, SOD, EC 1.15.1.1) 是 一 种 广泛 存在 于 动物 、 植 物 和 微 
生物 中 的 金属 酶 。 按 照 所 属 种 类 的 不 同 , 可 分 为 Fe-SOD, Mn-SOD 和 CuZn-SOD 三 种 。 

SOD 最 早 是 在 1938 年 由 Mann 和 Keilin 从 牛 红 细胞 中 分 离 提取 的 ,原名 血 铜 蛋 日 (Erythrocu- 
prein) ,1969 年 MeCord 和 Fridoviclr 发 现 了 其 生物 催化 酶 活性 ,并 正式 命名 为 超 氧化 物 歧化 酶 。 现 在 
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已 知 此 酶 为 CuZn-SOD。 随 后 又 分 别 发 现 了 Mn-SOD 和 Fe-SOD。 三 类 酶 都 能 催化 超 氧 阴离子 (07 ) 
发 生 歧 化 反应 : 
20, +2H* 一 >IDO + 0, 


由 于 SOD 是 目前 为 止 所 发 现 的 唯一 的 以 自由 基 0， 为 底 物 的 酶 ,所 以 它 在 维持 生物 机 体内 0; 
产生 与 消除 的 动态 平衡 中 起 着 极其 重要 的 作用 。 

13.3.1.1 SOD 的 种 类 、 分 布 与 分 子 进 化 

SOD 按 其 分 子 所 含 金 属 铺 基 不 同 可 分 为 CuZn-SOD ,Mn-SOD 的 Fe-SOD 三 种 。 但 最 近 Kim 等 发 
现在 链 霉 菌 天 蓝 菌 (Streptomyces coelicolor Muller) 中 还 存在 有 两 种 新 的 SOD; NiSOD 和 FeZnSOD。 

SOD 是 生物 体 防御 氧 毒 性 的 关键 性 防线 。 人 们 最 初 认 为 SOD 只 存在 于 好 氧 生物 和 耐 氧 生 物 
中 ,而 专 性 厌 氧 生物 中 不 存在 。1973 年 Beel 发 现在 厌 氧 菌 硫酸 还 原 菌 (Sulfte-raducing bacteria) 中 有 
SOD 活力 ,以 后 SOD 活力 在 多 种 专 性 厌 氧 菌 中 被 发 现 ,只 是 活力 很 低 ,不易 检测 。 一 般 认 为 , 专 性 
RRA BPAY SOD 可 以 在 细菌 偶尔 暴露 于 低 浓 度 氧 环 境 中 时 所 抵抗 氧 毒 性 ,比如 专 性 厌 氧 菌 从 一 个 
无 氧 环境 到 另 一 个 低 浓度 氧 环境 的 过 程 中 ,就 需要 这 种 保护 。 

厌 氧 细菌 梭 状 芽孢 杆菌 属 (Chlostridium)、 绿 菌 属 (Chlobium) 和 脱硫 孤 菌 属 (Desulfovibrio) 被 认为 
是 地 球 上 原始 的 生物 。 它 们 只 含有 Fe - SOD ,而 无 Mn - SOD ,这 表明 Fe - SOD 出 现 于 生物 进化 的 早 
期 ,而 Mn-SOD 是 在 此 基础 上 进化 而 来 的 。 这 中 间 可 能 有 过 渡 形 式 , 如 Cambialistic( 来 源 于 拉丁 语 
Cambialia ,意思 是 “变化 ”) 酶 ,是 能 接受 Fe 或 Mn 作为 辅 因子 的 SOD。 从 五 种 厌 氧 菌 里 都 发 现 了 
Cambialistic 酶 ,它们 所 产生 的 SOD 种 类 依赖 于 氧 的 存在 ,比如 脆 壁 芽孢 杆菌 (B.fragilis) ,多 形 拟 杆 
fal (B. thetiotaomicron) #l#RIU FT FA (B. gingivalis) 在 无 氧 条 件 下 培养 时 , Fe - SOD 是 体内 唯一 的 SOD， 
而 在 有 氧 条 件 下 培养 时 ,SOD 总 活力 增加 ,但 Mn-SOD 占 优 势 。 至 今 仅 在 兼 性 厌 氧 菌 中 发 现 'Cam- 
bialistic SOD , 它 可 能 代表 Fe- SOD 和 Mn - SOD 分 化 以 前 的 早期 的 SOD 形式 。 固 氮 生 物 如 固氮 菌 属 
和 根瘤 菌 属 也 只 有 Fe - SOD. 

好 氧 和 兼 性 厌 氧 细菌 里 含 Fe - SOD 或 Mn - SOD ,或 者 两 者 都 有 。 如 大 肠 杆菌 在 无 氧 条 件 下 只 
含有 Fe- SOD; 而 在 有 氧 条 件 下 还 存在 Mn - SOD。 蓝 细菌 的 细胞 浆 里 有 Fe- SOD, MH EHR 
体 膜 上 存在 一 种 紧密 结合 的 Mn - SOD。 

大 多 数 真 核 藻类 在 其 叶绿体 基质 里 存在 Fe - SOD ,类 圳 体 膜 上 结合 着 Mn - SOD ,这 与 原核 蓝 细 
菌 相 似 。 这 些 研 究 结果 都 支持 藻类 叶绿体 起 源 于 蓝 细菌 内 共生 的 假说 。 大 多 数 藻类 不 含 CuZn - 
SOD, 如 绿 藻 中 不 含 CuZn - SOD, MFM PAA CuZn - SOD ,说 明 轮 藻 是 绿 藻 向 高 等 植物 进化 的 过 渡 
形式 ,真菌 里 一 般 含 Mn - SOD 和 CuZn - SOD。 

植物 细胞 里 SOD 含量 最 多 的 是 CuZn - SOD ,定位 于 细胞 质 以 及 叶绿体 和 线粒体 内 外 膜 之 间 ; 
Mn - SOD 定位 于 线粒体 基质 中 。 葛 豆 叶 子 的 过 氧化 物 酶 体 中 也 含有 Mn - SOD。 植 物 细 胞 里 Fe - 
SOD 主要 存在 于 叶绿体 中 。 一 般 认 为 编码 Fe - SOD 的 基因 从 原核 细胞 移 到 共生 的 宿主 植物 细胞 
里 ,保存 下 来 并 且 表 达 。 已 发 现 根瘤 土壤 杆菌 (A.tumefaciens) 在 宿主 植物 冠 疗 形 成 过 程 中 ,将 其 基 
因 组 的 一 部 分 转移 到 宿主 植物 。 

大 多 数 原始 的 无 脊 椎 动物 细胞 里 都 存在 CuZn - SOD。 这 暗示 着 在 动物 进化 的 早期 就 有 这 类 
SOD. #HEAW—A A CuZn - SOD 和 Mn - SOD。 人 、 鼠 、 猪 和 牛 等 动物 的 红细胞 及 肝 细 胞 中 含 
CuZn- SOD, ,而 从 人 和 动物 的 肝 细 胞 中 也 纯化 了 Mn-SOD. CuZn- SOD 主要 存在 于 细胞 质 ,但 也 见 
于 过 氧化 物 酶 体 中 。Mn - SOD 一 般 存 在 于 线粒体 基质 中 。SOD 是 细胞 内 酶 ,但 在 人 血清 中 分 离 到 
一 种 特殊 的 细胞 外 CuZn - SOD (EC-SOD extracellular superoxide dismutase) ,不 同 于 一 般 的 SOD, ix FF 
SOD 已 在 多 种 动物 细胞 里 发 现 。hEC - SOD 主要 发 现 于 血浆 淋巴 .子宫 液 . 组 织 和 某 些 培养 细胞 的 
分 泌 物 中 ,是 子宫 液 中 的 主要 SOD ,但 在 其 他 组 织 中 的 含量 却 明 显 下 降 。 从 进化 上 来 说 , CuZn - 
SOD 是 真 核 生 物 酶 ,但 在 某 些 细菌 里 却 发 现 有 CuZn - SOD ,如 与 鱼 类 共生 的 发 光 杆 菌 (Pleiognathi) 中 
含有 CuZn- SOD, 这 可 能 是 基因 转移 的 结果 。 对 氨基 酸 组 成 进行 比较 发 现 ,这 种 菌 的 CuZn - SOD 与 
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宿主 鱼 类 的 同一 性 比 其 他 真 核 细胞 CuZn - SOD 的 同一 性 要 高 ,但 后 来 在 几 种 细菌 中 也 发 现 有 CuZn 
-SOD, 这 就 不 能 用 基因 转移 来 解释 了 。SOD 同 工 酶 在 系统 发 育 上 的 分 布 和 亚 细 胞 定位 为 真 核 生 物 
的 叶绿体 及 线粒体 起 源 于 原核 生物 内 共生 的 假说 提供 了 有 力 的 证 据 。Bonov 和 Fridovich 报道 在 大 
肠 杆菌 中 也 存在 有 Cu/Zn - SOD, Imlay 进一步 发 现 ,大 肠 杆菌 的 Cu/Zn - SOD 同 其 他 细菌 中 的 SOD 
— FE ,分泌 到 外 周 质 中 , 它 主 要 参与 防御 外 周 质 大 分 子 抵御 胞 质 外 超 氧化 物 。Cu/Zn - SOD 业已 被 
发 现 广 泛 存 在 于 紫色 细菌 的 不 同 亚 属 中 。 细 菌 中 的 Cu/Zn - SOD 与 真 核 中 的 相 比 同一 性 更 高 ,但 活 
性 中 心 和 结构 在 原核 中 和 真 核 中 是 相似 的 。 对 铜 的 使 用 和 一 个 不 变 的 二 硫 键 说 明 Cu/Zn- SOD 是 
在 有 氧 的 环境 中 进化 的 。hMn - SOD 存在 于 线粒体 基质 ,结晶 几乎 是 无 色 的 ,而 从 加 有 硫酸 胺 或 聚 
乙 二 醇 (PEG) 的 培养 基 所 获得 的 含 Mn( 亚 ) 的 细菌 SOD 则 呈 紫 红色 。EC - SOD 与 Cu/Zn- SOD AH 
50% 的 顺序 同一 性 ,但 hEC- SOD 和 hCu/Zn- SOD 也 有 许多 不 同 的 方面 。 前 者 较 后 者 有 更 多 的 a - 
螺旋 结构 ,对 氰 化 物 的 至 氮 化 物 抑制 的 敏感 性 是 后 者 的 3 倍 多 ,对 高 温 、 极 端 pH RA EERO 
者 更 具有 耐 受 性 。 前 者 的 吸收 峰 在 652nm, 与 后 者 相 比 向 蓝光 移动 了 30nm。 另 外 ,两 者 之 间 也 无 相 
同 的 抗原 性 。 这 些 分 析 表 明 EC - SOD 是 在 细菌 出 现 后 ,真菌 和 植物 出 现 前 从 CuZn - SOD 分 化 出 来 
的 ,对 胞 外 和 细胞 表面 结合 SOD 的 需要 在 进化 历史 中 出 现 得 很 早 。 

从 以 上 这 些 讨论 可 以 看 出 ,Mn、Fe- SOD 有 一 个 共同 的 祖先 ,而 CuZn - SOD 是 在 以 后 单独 进化 
的 。 在 同一 生物 内 ,尤其 是 高 等 动 植物 体内 ,SOD 分 布 的 特点 是 以 同 工 酶 的 形式 存在 ,这 三 种 SOD 
都 可 催化 0; 歧化 为 于 0, 和 0,。 那 么 这 三 种 SOD 同时 存在 的 意义 是 什么 ? 实验 结果 表明 ,对 灭 


草 灵 (Paraquat)\O; 、 机 体 生 长 和 代谢 速度 环境 中 金属 成 分 及 含量 , 光 和 温度 等 外 界 环境 条 件 的 变 
化 ,这 三 种 SOD 的 反应 都 不 同 。 生 物体 为 了 防御 氧 毒 性 ,采用 三 种 类 型 的 SOD 以 同 工 酶 的 形式 分 
布 于 有 机 体内 ,以 确保 氧 自 由 基 在 各 种 条 件 下 均 能 被 有 效 清 除 。 据 此 可 知 SOD 对 生命 的 存在 是 至 
关 重 要 的 。 

13.3.1.2 SOD 的 分 子 结 构 与 理化 性 质 

SOD 属 金属 酶 ,其 性 质 不 仅 取 决 于 蛋白 质 部 分 ,还 取决 于 活性 中 心 金属 离子 的 存在 。 

A Cu,Zn-SOD 的 结构 与 理化 性 质 

到 目前 为 止 ,已 经 完成 全 部 氨基 酸 序列 分 析 工 作 的 CuZn - SOD 不 下 30 种 ,不 同 来 源 的 CuZn - 
SOD 在 氨基 酸 序 列 上 显示 出 明显 的 进化 保守 性 和 高 度 的 序列 同一 性 。 在 150 多 个 氨基 酸 组 成 中 ， 
有 19 个 氨基 酸 是 完全 不 变 的 ,另外 还 有 19 个 也 近乎 不 变 。 对 牛 血红 细胞 、 马 肝 和 酵母 CuZn- SOD 
氨基 酸 分 析 表 明 人 和 牛 血红 细胞 CuZn - SOD 全 序列 同一 性 为 80% , CuZn - SOD 在 进化 上 的 高 度 保 
守 性 可 以 与 细胞 色素 C 相 媲 美 。CuZn - SOD 结构 的 同一 性 还 进一步 表现 在 :(1) SHR RE 
和 参与 肽 链 内 部 二 硫 键 形 成 部 位 附近 的 氨基 酸 残 基 相 同 ;(2) 富 含 甘氨酸 残 基 ;(3) 氨基 酸 序列 中 
都 有 一 个 超 可 变 区 ,共有 23 ~ 25 个 残 基 , 从 x 射线 晶体 结构 分 析 表 明 ,这 个 超 可 变 区 位 于 分 子 的 主 
要 结构 表面 部 分 ,可 能 与 酶 的 免疫 学 性 质 有 关 , 与 此 相对 应 ,在 C 末端 有 一 序列 同一 性 更 高 的 区 
域 , 在 此 区 域 有 一 精 氨 酸 (Arg”) 对 酶 活力 起 关键 作用 。 

在 氨基 酸 序 列 上 呈现 不 变 的 或 近乎 不 变 的 氨基 酸 残 基 中 ,甘氨酸 占 了 很 大 的 比例 , 富 含 保守 的 
甘氨酸 残 基 是 CuZn - SOD 组 成 的 重要 特点 ,它们 的 大 量 存在 和 均匀 分 布 对 于 酶 分 子 高 级 结构 ( 折 
释 或 发 夹 ) 的 形成 有 着 重要 的 联系 。 

在 19 个 不 变 的 氨基 酸 残 基 中 ,大 部 分 氨基 酸 是 用 以 构成 酶 的 活性 中 心 的 ,如 His44 、His61、 
His118 与 Cu 相连 (以 牛 红细胞 CuZn - SOD 氨基 酸 序列 为 例 )His44 His69、His78 和 Asp81 与 Zn 相 
连 , 而 Argl41 更 是 CuZn - SOD 酶 活性 所 不 可 缺少 的 。 此 外 ,Cys55 和 Cys144 形成 的 二 硫 键 , 它 对 维 
持 CuZn - SOD 蛋白 二 聚 体 的 稳定 起 重要 作用 。 这 些 说 明了 CuZn - SOD 由 一 级 结构 决定 的 比 一 级 
结构 更 为 精密 的 高 级 结构 的 高 度 保 守 性 。 

CuZn - SOD 一 般 是 由 两 个 相同 亚 基 组 成 的 二 聚 体 ,每 个 亚 基 含有 一 个 铜 原子 和 一 个 锌 原子 ,分 
子 量 约 为 16kD。CuZn - SOD 一 般 没 有 或 含有 很 少 的 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 。 它 们 的 紫外 吸收 光谱 类 似 
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FAW AM , ZE 250 ~ 270nm 有 不 同 程度 的 吸收 ,而 在 280nm 的 吸收 峰 不 存在 或 不 明显 。CuZn - SOD 
的 可 见 光 吸 收 光谱 反映 了 二 价 铜 离子 的 光学 性 质 ,不 同 来 源 的 SOD 都 在 680nm 附近 有 最 大 吸收 ， 
CuZn - SOD 最 适 pH 较 宽 ,在 5.2~9.5 之 间 ,CuZn - SOD 对 和 氰 化 物 、 卫 0, 敏感 ,但 在 热 、 蛋 白水 解 酶 
作用 下 相对 比较 稳定 。 

根据 牛 和 人 的 红细胞 CuZn - SOD 的 组 成 分 析 , 可 以 看 出 其 氨基 酸 组 成 有 以 下 几 个 特点 :(1) 年 
两 种 来 源 的 SOD 都 含有 Met, 其 Gly 含量 不 仅 类 似 , 而 且 在 所 有 氮 基 酸 中 为 最 高 ;(2) 牛 红细胞 SOD 
中 无 Tmp ,但 每 个 分 子 中 含有 2 个 分 子 的 Tyr, 而 人 的 红细胞 SOD 不 仅 无 Tmp ,也 无 Tyr; (3) 人 CuZn- 
SOD 的 153 个 氨基 酸 残 基 中 有 126 个 氨基 酸 残 基 与 牛 同 源 ,也 即 它们 的 同一 性 在 82% ; (4) 它们 之 
间 17~36 位 上 有 11 处 明显 不 同 , 它 们 中 的 大 部 分 位 于 蛋白 表面 ,因此 可 以 推测 两 者 的 二 、 三 级 结 
构 是 相似 的 ;(5) 尽管 有 82% 的 同一 性 ,有 两 个 区 域 显 示 明 显 的 不 同 。 两 个 酶 N - 端 最 初 的 16 个 氢 
基 酸 残 基 是 一 样 的 ,但 随 着 就 有 一 个 20 个 氨基 酸 残 基 的 片段 ,两 者 有 11 处 不 同 , 这 种 突然 的 不 同 
其 原因 还 无 法 解释 ,但 并 不 影响 蛋白 的 高 级 结构 。 另 一 个 不 同 是 109 ~ 111 位 点 上 的 三 个 氨基 酸 残 
基 , 其 中 一 个 残 基 ,人 是 Cys 而 牛 是 Ser, 这 三 个 氨基 酸 残 基 影 响 亚 基 与 亚 基 表面 之 间 的 主要 静电 变 
化 ,这 也 许 是 人 SOD 较 之 牛 SOD 具有 明显 不 稳定 的 主要 原因 。 因 此 Jabusch 等 人 将 第 111 位 的 Cys 
衍生 为 其 他 的 氨基 酸 ,结果 可 以 使 人 SOD 趋 于 稳定 。 

比较 不 同 来 源 的 CuZn - SOD 的 氨基 酸 序 列 可 以 看 出 ,无 论 是 来 自 细 菌 、 真 菌 、 高 等 植物 细胞 
浆 ,它们 的 同一 性 很 高 。 有 些 氨基 酸 很 保守 ,在 所 有 序列 中 都 不 变 ,这 暗示 着 这 些 氨基 酸 与 活性 中 
心 有 关 。 不 同 来 源 的 CuZn - SOD 在 高 同一 性 的 基础 上 彼此 又 有 差异 ,虽然 不 同 SOD 间 序 列 的 差异 
不 能 代表 准确 的 进化 钟 ,但 氨基 酸 同 一 性 在 一 定 程 度 上 能 反映 种 属 间 的 亲缘 关系 ,比如 来 自 各 种 高 
等 动物 CuZn - SOD 的 同一 性 比 它们 和 低 等 动物 及 植物 的 同一 性 要 高 。 大 鼠 和 小 鼠 CuZn - SOD 的 
同一 性 高 达 97% ,人 与 高 等 动物 、 箭 鱼 、. 果 蝇 、 植 物 、 真 菌 及 光合 自 养 细菌 的 同一 性 分 别 为 82% ， 
67% ,62% ,56% 和 18% ,来 自 被 子 植物 细胞 浆 的 CuZn - SOD 彼此 同一 性 在 80% ~ 90% ,来 自 叶 绿 
体 的 CuZn - SOD 同一 性 高 达 90 和 以 上 ,而 细胞 浆 与 叶绿体 的 CuZn - SOD 的 同一 性 只 有 68% ,可 见 
叶绿体 CuZn - SOD 与 细胞 浆 CuZn - SOD 的 进化 存在 着 差异 。 

AK CuZn - SOD 高 级 结构 的 信息 主要 来 源 于 X 射线 了 衍射 晶体 结构 分 析 , 1972 年 , Richardson 实 
验 室 首 先 获得 了 牛 红细胞 CuZn - SOD 的 单 唱 ,1974 年 获得 了 0.55nm 粗 分 辩 率 的 电子 密度 图 ,表明 
该 酶 的 两 个 亚 基 在 结构 上 是 相同 的 ,整个 结构 由 8 片 层 组 成 , 螺旋 几乎 没有 , 1975 年 获得 了 
0.3nm 分 辩 率 的 电子 密度 图 ,1980 年 进一步 得 到 了 其 0.2nm 分 辨 率 的 电子 密度 图 。 分 析 结 果 表 明 
CuZn - SOD 球 蛋 白 分 子 的 两 个 相同 的 亚 基 是 非 晶体 系 二 重 联 相关 联 的 ,它们 之 间 通 过 非 共 价 键 的 
臣 水 作用 结合 ,两 个 Cu 原子 之 间 相 距 了 3.38nm, 同一 亚 基 中 Cu,Zn FARE 0.63nm, 亚 基 由 8 股 反 平 
ATH) 8 TBM 3 个 无 代表 性 结构 的 环 组 成 具有 拓扑 性 的 希腊 钥匙 8 - 桶 。 

CuZn - SOD 的 活性 部 分 是 一 个 椭圆 形 的 "口袋 "或 称 " 槽 ” ,其 长 1.3nm, 宽 0.9nm, 深 0.6nm, 其 
外 缘 一 边 是 由 Thrl35,Gly136, Alal38 和 Gly139 组 成 ; 另 一 边 由 Gly59, Pro60, His61 , Phe62 和 Gln63 组 
成 ,Thrl35 和 Argl41 构成 口袋 的 两 侧 , Cu, Zn 及 His, Asp8l 形成 狭长 的 槽 底 , Cu 与 His44, His46, 
His61, His118 相连 ,Zn 与 His61,His69, His78, Asp81 相连 ,Cu,Zn 之 间 通 过 His61 形成 咪唑 桥 结构 ,Cu 
部 分 暴露 于 溶剂 中 , 桶 边缘 的 Argl141 有 辅助 引导 底 物 向 Cu * 靠近 的 作用 ,因此 影响 Arg 电荷 的 溶 
剂 能 引起 酶 活性 的 损失 ,Zm* 则 深 埋 于 蛋白 质 结构 内 部 ,主要 起 稳定 作用 ,SOD 与 一 般 酶 相 比 在 承 
受 变 性 因子 攻击 时 表现 出 较 强 的 稳定 性 , 主要 是 由 于 金属 辅 基 的 存在 ,Cu 与 酶 活性 有 关 , 把 Cu 
用 其 他 二 价 金属 如 Co 和 Hg 取代 , 酶 活 消 失 。 牛 红细胞 Cu- SOD,Zn - SOD 结构 示意 图 见 图 13 - 2。 

B Mn-SOD、Fe-SOD 的 结构 与 理化 性 质 

Mn - SOD 在 真 核 生 物 中 多 为 四 聚 体 ,在 原核 生物 中 多 为 二 聚 体 。 大 多 数 Fe - SOD 为 二 聚 体 ， 
这 两 种 SOD 的 许多 性 质 都 很 相似 。 每 个 亚 基 的 分 子 质量 一 般 为 23kD ,大 于 CuZn - SOD 亚 基 的 分 子 
me , EPS WES 0.5~1.074 Mn 或 Fe 原子 。 

Mn, Fe - SOD 的 结构 特征 是 不 含 Cys, 含 有 较 多 的 Trp 和 Tyr。 因 此 紫外 吸收 光谱 类 似 一 般 蛋 白 
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图 13-2 和 牛 红细胞 Cu- SAD,Zn- SOD 结构 示意 图 

质 ,在 280nm 附近 有 最 大 吸收 峰 ,Mn - SOD 的 可 见 光 吸 收 光谱 在 475nm 附近 有 最 大 吸收 ,Fe- SOD 
在 350nm 处 有 最 大 吸收 ,这 都 反映 了 所 含 金 属 离子 的 光学 性 质 。 

任何 生物 来 源 的 Mn- SOD 和 Fe- SOD 的 一 级 结构 同一 性 都 很 高 , 均 不 同 于 CuZn - SOD 的 序 
列 ,可 见 它们 来 自 于 一 个 共同 的 祖先 。 高 等 植物 线粒体 .叶绿体 的 SOD 序列 类 似 于 原始 细菌 的 
SOD ,这 些 都 支持 内 共生 假说 。 这 种 同一 性 在 一 定 程 度 上 代表 着 物种 亲缘 关系 的 远近 。 如 人 Mn- 
SOD 和 鼠 大肠 杆菌 的 Mn - SOD 的 同一 性 分 别 为 94% 和 43% ,植物 Fe- SOD 之 间 的 同一 性 要 比 它 
们 和 细菌 Fe - SOD 的 同一 性 高 出 20% 以 上 。Phalgun 等 比较 了 7 种 嗜 盐 古 细菌 家 族 里 的 SOD ,在 
199 个 氨基 酸 中 有 125 个 氨基 酸 完全 不 变 (62% ) ,而 它们 与 真 细 菌 和 真 核 线粒体 SOD 相 比 只 有 
35% ~ 40 色 的 同一 性 ,尽管 如 此 ,参与 形成 活性 中 心 、 催 化 中 心 及 与 金属 连接 的 氨基 酸 在 所 有 Fe- 
SOD 和 Mn - SOD 中 都 是 保守 的 ,而 且 与 金属 Mn 或 Fe 相连 的 氨基 酸 也 完全 一 致 ,它们 是 组 所 酸 26、 
87.181 和 天 冬 氨 酸 185。 

Mn- SOD 晶体 和 Fe- SOD 晶体 的 电子 密度 图 分 辩 率 分 别 为 0.18nm 和 0.2lnm, 在 活性 中 心 以 
及 金属 - 配 体 复 附 近 的 结构 上 ,二 者 很 相近 。 每 个 亚 基 包含 两 个 结构 域 ,一 个 结构 域 由 三 个 ec -螺旋 
组 成 , 另 一 个 结构 域 由 三 个 c 螺旋 和 一 个 8 折 释 组成。 金属 结合 位 点 就 在 这 两 个 结构 域 之 间 。 围 
绕 活 性 中 心 的 是 几 个 保守 的 芳香 族 氨 基 酸 ,其 中 有 三 个 Tyr、 三 个 Top 和 两 个 Phe, 都 在 距 金属 离子 
lnm 的 范围 内 。Fe - SOD 中 的 第 90 位 氨基 酸 残 基 是 Tyr, Mn - SOD 中 则 是 Phe, 两 者 都 围绕 活性 中 
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心 , 作 用 相似 。 

Mn- SOD 和 Fe- SOD 尽管 在 一 级 结构 和 空间 结构 上 显示 了 很 大 的 相似 性 ,但 毕竟 还 有 区 别 。 
Mn- SOD Xf H,O, 不 敏感 ,而 Fe- SOD Xt} H,O, 敏感 。 同 一 种 生物 来 源 的 Mn- SOD 和 Fe-SOD, 它 
们 的 抗原 性 不 同 。 早 期 的 重组 实验 显示 ,有 几 种 细菌 来 源 的 Fe.Mn- SOD 的 Try 可 以 有 效 地 与 别 的 
金属 离子 结合 ,而 仅 原 有 的 金属 离子 显示 最 大 的 催化 活力 。 在 一 级 结构 上 ,也 有 几 个 位 置 的 氨基 酸 
对 Mn-SOD、Fe-SOD 分 别 是 专 一 的 ,由 此 可 以 区 别 Mn-SOD 和 Fe-SOD。Fe-SoOD 中 83 位 的 谷 
所 酰胺 和 Mn - SOD 中 160 位 的 谷 氮 酰胺 作用 相同 。 在 这 两 种 SOD 中 ,83 位 和 160 位 的 氨基 酸 在 空 
间 结 构 上 上 距离 很 低 。 为 了 适应 这 个 结构 ,Mn - SOD 中 与 160 位 Gin 相 邻 的 82、83 位 氨基 酸 是 体积 
较 小 的 Gly, 相 应 的 在 Fe- SOD 中 ,82、83 位 分 别 为 Ala 和 Gln, 160 位 是 体积 较 小 的 Ala。85 位 的 Trp 
对 于 Fe- SOD 是 专 一 的 , 正 是 这 个 Trp, Fe- SOD At H,0, 敏感 。161 位 在 Mn-SOD 是 Asp, 在 Fe- 
SOD 是 Gly。 对 四 种 Cambialistic SOD 进行 研究 后 发 现 , 它 们 在 一 级 结构 上 类 似 于 Mn - SOD ,但 在 金 
属 成 分 和 对 抑制 剂 敏感 性 等 性 质 上 又 类 似 于 Fe- SOD。 这 些 酶 蛋白 在 体内 可 能 既 能 用 Mn, 又 能 用 
Fe 作为 辅 因子 ,它们 代表 Fe- SOD 和 Mn - SOD 之 间 的 过 渡 形 式 。 

C EC-SOD 的 结构 与 理化 性 质 

EC = SOD 是 大 分 子 分 沁 型 糖 蛋白 ,由 4 个 相同 的 亚 基 组 成 , 亚 基 分 子 量 约 为 30 000。 在 222 个 
氨基 酸 残 基 的 成 熟 蛋白 N- 端 有 18 个 氨基 酸 残 基 的 信和 号 肽 ,说明 它 是 一 个 分 雍和 蛋 白 ,成 熟 蛋白 的 前 
95 个 氨基 酸 残 基 与 其 他 SOD 无 任何 顺序 一 致 性 ,在 Asn89 位 上 是 N -乙酰 化 的 ,第 96 ~ 193 的 氨基 
酸 残 基 顺 序 与 CuZn - SOD C - 端 2/3 的 氨基 酸 残 基 顺 序 有 $0 多 的 同一 性 ,C -未 端的 194 ~ 222 的 氢 
基 酸 残 基 是 强 亲 水 性 的 ,包含 有 9 个 带 正 电荷 的 氨基 酸 残 基 ,羧基 末端 的 Lys211 和 Lys212 是 肝素 
结合 区 ,对 肝素 和 其 他 硫酸 糖 蛋白 具有 亲 合 性 ,利用 这 一 性 质 可 对 其 进行 体外 纯化 和 体内 定向 用 
药 ,但 EC- SOD 是 一 个 复合 物 , 它 对 肝素 的 亲和力 可 分 为 三 类 :没有 亲 和 , 较 弱 的 亲 和 和 高 亲 和 ; 从 
His96 到 Gly193 ,与 Cu/Zn- SOD AZ 50 儿 的 顺序 同一 性 ,而 且 这 些 顺序 非常 的 保守 ,这 种 异常 的 同 
源 区 域 和 N - 端 前 95 个 氨基 酸 的 部 分 残 基 可 能 与 四 聚 体 相 互 结 合 的 功能 有 关 。EC - SOD 活性 部 位 
的 组 成 与 CuZn - SOD 很 相似 ,因此 它们 的 酶 活性 及 对 抑制 因子 ,如 氰 化 物 、 BAW. 二 乙 基 二 硫 
RABE BREDA OH, 0, 等 的 敏感 性 也 都 很 相似 。EC - SOD tha RAL BALM. ABO 
氨基 甲酸 盐 和 HO, KIA, i H,O, 是 Cu/Zn- SOD 催化 反应 的 产物 ,EC - SOD 分 子 中 也 含有 Cu’* 和 
Zn ,但 它 与 Cu/Zn - SOD 的 氨基 酸 组 成 却 大 有 不 同 。 大 部 分 的 EC - SOD 在 血管 系统 中 结合 于 内 
皮 细 胞 表面 。 

D 重组 人 SOD RRA SOD 结构 与 理化 性 质 的 比较 

Kajihara 等 将 重组 人 Cu/Zn-SOD(r-hSoOD) 与 人 胎盘 Cu/Zn- SOD 的 物化 性 质 进 行 了 比较 ,结果 
发 现 酶 活性 金属 含 量 、 氨 基 酸 组 成 、 胰 蛋白 酶 的 肽 谱 图 没有 区 别 ,分 光 光 度 性 质 包 括 UV、ESR 和 
CD 光谱 也 一 致 。 等 电 雍 胶 电 泳 分 析 表 明 它 们 的 等 电 点 (pD 值 不 同 ,h- SOD 的 pI 值 略 低 于 r- hSOD 
的 pl (8 XE FE EL. coli 中 表达 的 重组 人 SOD N -末端 没有 被 乙酰 化 和 糖 基 化 ,因而 其 pI 值 也 
不 同 。 

重组 人 CuwZn- SOD( 五 .co ) 主 要 有 三 个 异 构 体 ,它们 的 等 电 点 (pD 分 别 为 5.14(A),5.06(B) 和 
4.99(C)。 它 们 的 化 学 和 分 光 光 度 性 质 如 酶 活性 、 金 属 含量 、 氨 基 酸 组 成 `UV、ESR 等 没有 明显 的 区 
别 ,不 同 在 于 在 260nm 处 的 CD 光谱 和 反 相 HPLC 的 洗 脱 部 分 。 当 被 还 原 和 羧 甲 基 化 处 理 后 ,三 个 
FRAY) pl 值 就 一 致 了 , 跟 异 构 体 A 的 值 一 样 。 这 些 结果 表明 三 个 异 构 体 的 一 级 结构 是 一 样 的 ， 
只 是 二 级 结构 和 三 级 结构 略 有 不 同 ,而 且 这 些 不 同 主要 是 第 111 位 的 Cys 的 结构 变化 引起 的 , 当 他 
{TFA Ser 代替 ”…Cys,SOD AY pl 值 接近 A 的 值 , 但 仍 有 少量 的 B 和 C 存在 ,这 个 结果 表明 异 构 体 的 
存在 不 仅仅 简单 的 用 王 Cys 的 修饰 来 解释 ,但 Kajihara 的 实验 表明 用 吓 Ser (0 #8" Cys 可 以 使 SOD 的 
结构 更 加 稳定 。( 例 如 ,他 们 取 SOD 包含 二 位 的 一 段 多 肽 (His80 - Argl15) 来 观察 反 相 ”…CysHPLC 的 
洗 脱 结果 SEAR Cys 的 洗 脱 峰 宽 上 且 不 同 的 异 构 体 出 峰 不 一 样 , 而 "Ser 的 出 峰 非 常 罕 且 一 样 。SOD 
有 两 个 游离 的 Cys, 但 5Cys 与 异 构 体 的 存在 无 关 。Wenisch 等 通过 等 电 点 聚焦 纯化 重组 人 SOD 时 也 
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发 现 了 它们 存在 三 个 不 同等 电 点 的 异 构 体 :5.07.4.92 和 4.80。 且 它们 的 酶 活性 一 致 ,进一步 的 研 
究 发 现 ,这 种 现象 可 能 是 酶 在 形成 过 程 中 的 不 同 状态 ,pI5.07 可 能 是 酶 形成 过 程 中 的 最 终 状 态 ,pI 
值 为 4.80 可 能 是 酶 形成 过 程 中 的 最 初 状态 ,而 pI 值 为 4.92 则 是 两 种 状态 的 混合 物 。 

Gorecki 等 发 现 重 组 人 Cu/Zn- SOD 与 天 然 的 CuZn - SOD 结构 上 明显 的 区 别 是 N -未 端 没 有 乙 
酰 化 ;但 其 对 酶 活性 没有 影响 ;而 对 于 中 - Mn - SOD 来 讲 ,其 结构 的 一 个 不 同 是 N -未 端 多 二 个 
Met, 而 天 然 的 Lys, 这 是 由 于 大 肠 杆 菌 缺 乏 甲 硫 氨 酰 氨 肽 酶 对 Met - Lys 底 物 作用 。 

13.3.1.3 SOD 的 基因 结构 

A 人 Cu/Zn-SOD 的 基因 结构 

hCu/Zn - SOD 在 人 类 染色 体 中 的 位 置 是 21q922。Down ' s 综合 症 就 是 该 区 染色 体 异 常 引起 的 。 
该 酶 整个 编码 区 长 495bp。3 端 非 翻 译 区 (3?- UTR) 长 9%6bp, 约 90% ~ 95% 的 Cu/Zn - SOD 的 RNA 
具有 在 TATAAA 上 游 23bp 处 的 起 始 位 点 。 研 究 人 员 发 现 同一 个 基因 可 以 转录 出 不 只 一 种 mRNA 
来 。 同 一 个 人 CuZn - SOD 基因 在 转录 时 会 产生 两 个 mRNA ,一 个 大 约 0.7kb, 另 一 个 0.9kh ,它们 的 
不 同 在 于 它们 的 3’- UTR 相差 222bp, 其 中 0.7kb 的 数量 大 约 是 0.9kb 的 4 倍 。 两 种 Cu/Zn - SOD 
mRNAs ,都 是 从 同一 基因 转录 来 的 功能 mRNA。 这 可 能 是 经 过 加 工 后 的 nRNA, 因 为 对 大 鼠 编码 Cu/ 
Zn- SOD 的 基因 进行 序列 分 析 , 它 含 个 外 显 子 和 4 个 内 含 子 , 基 因 全 长 6000bp, 包 含 2 个 CCAAT 
盒 ,1 个 TATA 盒 和 4 个 不 同 的 DC 样 盒 。 大 鼠 在 进化 上 和 人 较 接 近 , 这 表明 hCu/Zn- SOD 基因 的 表 
达 调 控 主 要 在 转录 水 平 上 进行 。 一 般 认 为 ,hCu/Zn - SOD 不 像 hMn -SOD 那样 可 进行 诱导 表达 。 但 
也 有 报道 下 -1 能 缓慢 增加 人 W138 肺 成 纤维 细胞 Cu/Zn - SOD 活性 水 平 。 

Delabar 等 人 研究 了 大 鼠 与 人 的 cDNA 基因 发 现 ,它们 的 cDNA 顺序 的 同一 性 在 86% ,3’- UTR 
的 同一 性 是 71 和 % 。 按 照 每 100 万 年 有 1% 发 生 随 机 突变 的 速度 ,而 大 鼠 和 人 的 分 支 是 7 亿 5 千年， 
由 于 选择 压力 的 存在 ,它们 的 3?- UTR 应 该 具有 52% 的 同一 性 。3"?- UTR 的 这 种 相对 比较 高 程度 
的 同一 性 在 其 他 种 类 的 基因 中 也 已 被 发 现 ,从 以 上 这 些 数据 ,我 们 可 以 判断 ,3`- UTR 在 这 些 基因 
表达 、 翻 译 和 翻译 后 水 平 的 调控 方面 起 了 非常 重要 的 作用 。 

人 CuZn - SOD 基因 5 端的 DNA 顺序 很 有 意思 :启动 区 域 包括 TATAA 和 CATT 顺序 ,再 加 3 个 
5’ GGGCGG 3 boxes 与 转录 因子 Spl 的 结合 位 点 相似 , - 330 与 0 之 间 的 区 域 C+ C 含量 超过 65%, 
而 CpG 含量 与 CpC 含量 几乎 相同 ;因此 ,这 个 区 域 被 称 为 "HTF 岛 ,这 些 性 质 在 其 他 的 一 些 管家 基 
因 中 也 已 被 发 现 , 但 是 否 也 像 CuZn - SOD 一 样 ,目的 是 用 来 很 好 地 调节 这 些 基因 的 表达 还 不 太 清 
3 

B 人 Mn-SOD 的 基因 结构 

近年 来 的 研究 表明 ,人 Mn - SOD 是 一 个 由 位 于 6q25 的 核 基 因 编 码 的 抗 氧 化 酶 ,有 活性 的 Mn - 
SOD 蛋白 最 后 定位 于 线粒体 基质 。Mn - SOD 基因 的 表达 既 可 因 细 胞 受到 辐射 、 氧 化 或 还 原 试剂 、 
细胞 因子 ,病毒 感染 等 因素 的 刺激 而 显著 提高 ,也 可 随 细胞 的 癌变 而 大 幅 降低 。Mn - SOD 基因 表 
达 的 应 激 性 波动 现象 及 与 肿瘤 发 生 的 相关 性 ,引起 了 人 们 对 其 基因 结构 研究 的 重视 。 研 究 报道 表 
BA ,不 同 来 源 的 人 Mn - SOD cDNA 的 翻译 区 都 是 一 致 的 , 且 在 $" 端 非 翻 译 区 具有 高 度 同 一 性 ,但 3- 
非 翻 译 区 的 变异 程度 却 很 大 。 目 前 已 从 cDNA 3 '- 端 非 编 码 区 多 样 性 基因组 结构 与 调控 序列 特点 
等 方面 得 到 一 些 对 人 Mn - SOD 基因 表达 规律 的 理解 和 线索 。 

Northern Blot 实验 显示 ,人 Mn - SOD 基因 的 转录 有 长 约 1kb 的 4kb 的 两 种 mRNA。 为 探 明 不 同 
转录 子 是 否 来 自 同一 基因 及 其 结构 差异 , 自 Beck 等 首次 从 人 了 淋巴 细胞 克隆 Mn - SODcDNA 以 来 ， 
不 同 作 者 又 相继 克隆 了 胎盘 肝脏 ,大肠 瘤 细 胞 等 不 同 组 织 或 细胞 来 源 的 Mn - SOD cDNA。 通 过 比 
较 发 现 , 不 同 组 织 或 细胞 来 源 的 cDNA 中 编码 序列 和 357- 端 非 翻 译 区 基本 一 致 ,但 3- 端 非 翻译 区 在 
长 度 和 碱 基 序 列 上 存在 明显 差异 。 

1990 年 ,Church 从 人 胎盘 cDNA 文库 克隆 到 一 全 长 4.2kb 的 Mn - SOD cDNA ,其 中 3 ig dE HE 
区 长 达 3426bp。 经 过 分 析 ,作者 认为 这 一 迄今 所 得 最 长 的 Mn - SOD cDNA 大 致 可 以 涵盖 其 他 组 织 
或 细胞 来 源 的 较 短 cDNA。 除 加 poly(A) 信 号 序列 有 所 不 同 外 ,其 3- 端 非 翻 译 区 上 段 193bp 的 碱 基 
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序列 与 Wispe 等 自 大 肠 癌 细 胞 克隆 的 1021bp Mn - SOD cDNA 3?- 端 非 翻 译 区 完全 一 致 ,而 上 组 19bp 
加 下 段 36pb 与 Beck 等 自 T 淋 巴 细胞 克隆 的 830np Mn - SOD cDNA 3 7?- 端 非 翻 译 区 序列 相同 ,并 在 
上 级 19bp 与 下 段 36bp 之 间 的 相应 位 置 有 可 供 完 成 mRNA 剪接 反应 的 剪接 供 体 (GT) 和 剪接 受 体 
(AT) 序 列 。 据 此 可 以 推测 ,Mn - SOD 较 短 mRNA 系 由 较 长 mRNA 剪接 而 来 。 值 得 注意 的 是 ,在 Mn 
-SOD cDNA 3 '- 端 非 翻 译 区 中 段 有 一 与 某 些 细胞 因子 或 癌 基 因 类 同 的 AT 富 集 区 ,提示 Mn - SOD 
基因 的 表达 与 细胞 因子 或 癌 基 因 有 相似 的 应 激 性 变化 特征 。 

1994 年 ,Wan 等 获得 了 长 达 1285bp 的 人 Mn- SOD 基因 组 DNA 序列 。 全 序列 分 析 表 明 , 人 Mn 
-SOD 基因 组 包含 $ 个 外 显 子 和 4 个 内 含 子 。 通 过 引物 延伸 实验 ,找到 一 个 与 众 不 同 的 转录 起 始 部 
位 位 于 翻译 起 始 位 点 上 游 ,也 即 第 1 外 显 子 起 始 密码 (ATC) 上 游 74bp 处 。 在 转录 起 始 部 位 的 上 游 ， 
有 一 长 约 400bp 的 区 段 ,G+C 含量 高 达 78% ,集中 分 布 着 7 个 Sp - 1(promotor-selective transcription 
factor- 1,5’- GGGCGG - 3’ ) #3 4+ AP - 2(activator protein - 2,5’ CCGCGGGCG - 3’ ) 转 录 因 子 结合 
Fl, {AZE 5’ 端 上 至 780bp 的 范围 内 ,未 发 现 一 般 基 因 所 常见 的 TATA 和 CAAT 盒 序 列 。 除 5 端 有 
与 AP2 和 SP1 一 致 的 序列 外 ,3? 端 还 各 含有 一 个 与 SPL 和 NF - <B 一 致 的 序列 。 这 些 潜在 的 调节 
元 件 的 生物 学 功能 目前 正在 研究 之 中 。 但 SP1.AP2 和 NF - kB 一 致 序列 的 存在 提示 ,这些 潜在 调 
节 因 素 在 人 Mn - SOD 基因 表达 调控 中 可 能 起 着 重要 的 作用 。 

多 个 SP- 1 和 AP- 结合 序列 集中 于 转录 起 始 部 位 上 游 ,强烈 提示 ,SP- 1 和 AP- 2 转录 因子 在 
Mn- SOD 基因 的 转录 调控 中 有 重要 作用 。 已 有 实验 证 实 ,SP- 1 与 AP-2 协 同 可 显著 提高 SV40 病 
毒 和 某 些 真 核 基因 的 mRNA 合成 水 平 。 现 在 认为 ,AP- 2 激活 转录 存在 两 条 不 同 的 信号 转 导 途 径 ， 
其 中 之 一 是 由 佛 波 酯 (phorbol ester) 介 导 的 蛋白 激酶 CRE. Fujii 等 的 实验 表明 , 佛 波 酯 可 以 诱导 
Mn - SOD 基因 的 表达 。 

此 外 ,在 第 5 外 显 子 终止 密码 (TAA) 的 下 游 ,也 发 现 了 两 个 转录 因子 结合 序列 , 即 距 终止 密码 
901bp 处 的 SP-= 1 结合 序列 和 1309bp 处 的 NF- <B 结 合 序列 (5- GGGGACTTC - 3’), NF- <B 系 一 
多 聚 体 蛋 白 ,正常 情况 下 与 抑制 性 蛋白 1kB 结合 存在 于 细胞 浆 。 当 细胞 受到 氧化 或 还 原 试 剂 、 细 
胞 因子 病毒 感染 等 因素 刺激 时 ,NF - kB 解 聚 并 与 1kB 脱离 ,游离 出 30 -和 65 - kD 的 二 个 亚 基 , 进 
入 胞 核 激 活 基 因 转 录 。Das 等 最 近 证 实 ,N- 乙 酰 胱 氨 酸 、 二 硫 苏 糖 醇 ,2 TELE SRE AAS 
腺 癌 细 胞 中 Mn - SOD 基因 的 表达 并 与 NF- kB 的 活化 同步 存在 。 

Wan 等 获得 的 Mn - SOD 基因 组 DNA 中 ,转录 起 始 部 位 上 游 的 5- 端 序列 仅 长 782bp。1996 年 ， 
Zhang 从 人 白细胞 基因 组 文库 中 得 到 一 个 Mn - SOD 基因 组 DNA 序列 ,其 5- 端 序列 长 5538bp。 
Zhang 鉴定 的 转录 起 始 部 位 与 Wan 等 稍 有 不 同 , 即 位 于 第 1 外 显 子 起 始 密码 上 游 67bp 处 ,并 且 在 长 
达 5.5$kb 的 9- 端 上 游 序列 中 又 发 现 了 一 些 重要 的 调控 元 件 , 如 一 个 AP- 1 转录 因子 结合 序列 (和 7- 
GTGACTTAA - 3 ) 一 个 急性 期 反应 序列 (5"- CTCGGA - 3")、 两 个 与 Egr -1 基因 调控 序列 (7- 
GCGGGGGCG - 3’ ) 相 近 的 序列 (5 - GCGGGCG - 37) 等 。 特 别 值得 一 提 的 是 Eer -1 基因 调控 序列 。 
Eer- 1 基因 最 初 自 血 清 因子 刺激 增值 的 小 鼠 3T3 细胞 中 克隆 ,后 被 证 实 是 在 细胞 受到 辐射 作用 早 
期 被 大 量 诱导 表达 的 基因 。Mn - SOD 基因 结构 中 存在 与 For -1 基因 类 同 的 调控 序列 ,是 其 具有 辆 
射 诱导 特性 的 有 力 证 据 。 

Zhang 还 进行 了 将 Mn - SOD 基因 3$- 端 上 游 序 列 分 段 连 人 报告 质粒 ,并 在 不 同 细胞 系 检测 功能 
的 实验 。 结 果 发 现 :(1) 围绕 转录 起 始 部 位 的 - 114 到 + 38bp 区 段 (1$2bp) 具 有 引导 下 游 基因 表达 
的 最 强 活性 ,此 区 段 中 包含 4 个 SP- 1 转录 因子 结合 序列 ,应 是 Mn - SOD 基因 主要 启动 子 的 所 在 部 
位 ;(2) 转录 起 始 部 位 上 游 - 2013 到 - 223bp 区 段 在 肝癌 细胞 中 引导 基因 表达 的 活性 明显 高 于 神经 
瘤 细 胞 ,而 -717 到 - 223bp 区 段 在 两 种 细胞 中 的 表达 活性 相似 , 提示 在 - 2013 到 -717bp 区 段 内 可 
能 存在 负 调 控 序 列 , 对 Mn - SOD 基因 的 组 织 或 细胞 特异 性 表达 起 重要 作用 。 

C A EC- SOD 的 基因 结构 

Folz 等 分 离 了 大 于 10 000bp 的 hEC- SOD 基因 ,DNA 印迹 分 析 表 明 它 在 人 类 基因 组 中 是 单 拷 
贝 的 ,也 没有 证 据 表 明 它 是 假 基因 。hEC - SOD 全 长 约 $ 900bp, 它 富 含 G+C, 其 中 包含 3 个 外 显 子 
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和 2 个 内 含 子 ,全 长 为 720bp 的 编码 区 是 连续 的 ,位 于 外 显 子 3 内 。 没 有 明显 的 TATA 盒 , 它 的 表达 
调控 可 能 主要 在 转录 后 或 转译 水 平 上 进行 。hEC - SOD 在 人 体内 各 组 织 的 表达 水 平 是 不 同 的 ,RNA 
印迹 分 析 结 果 是 :成 人 心脏 > 胎盘 > 胰 脏 > 肺 > 肾脏 > BAS WL > 肝脏 ,而 在 脑 中 表达 很 少 。 在 不 同 
病人 的 血清 中 表达 水 平 也 不 同 ,由 高 到 低 排列 是 :肾病 > 肝病 > 糖尿 病 > 健康 者 TE 
脏 病 急性 消化 道 病 患者 体内 没有 观察 到 明显 的 不 同 。 

13.3.1.4 SOD 生物 合成 的 调控 机 制 

到 目前 为 止 , 尽 管 SOD 酶 活性 的 调控 机 制 我 们 还 没有 完全 搞 清 ,但 我 们 已 从 金属 离子 .SOD 的 
mRNA 的 非 翻 译 区 (CUTR) 以 及 氧 压 等 方面 得 到 一 些 对 SOD 调控 机 制 方面 的 初步 了 解 。 

A 金属 离子 在 翻译 水 平 的 早期 参与 了 酶 活性 的 调控 

Percival 等 人 为 了 研究 铜 是 否 对 CuZn - SOD 酶 活性 有 调控 作用 时 ,建立 了 这 样 一 个 模型 :他 们 
找到 一 种 人 的 分 化 缺陷 型 的 红 白 血 病 细 胞 株 - k562 细胞 。 当 有 和 氧 高 铁血 红 素 存在 时 , 它 会 生成 胚 
胎 血 红 和 蛋白 ,而 Caeruloplasmin 一 种 血浆 铀 蛋白 ,在 其 上 有 特异 性 结合 位 点 。 当 Caeruloplasmin 
与 K562 细胞 结合 时 ,需要 有 大 量 的 Cu 参与 。 现 已 知道 , Caeruloplasmin 结合 得 越 多 , 氯 高 铁血 红 素 
将 刺激 细胞 从 Caeruloplasmin 转移 更 多 的 Cu。 参 与 反应 的 Cu 主要 定位 在 胞 液 中 , 而 不 是 首先 转向 
线粒体 或 核 内 。 通 过 观察 Cu 从 Caeruloplasmin 的 转移 的 速度 ,观察 到 氯 高 铁血 红 素 诱导 的 K562 细 
胞 比 未 诱导 的 细胞 来 得 快 。 在 K562 细胞 中 ,CuZn - SOD 是 主要 的 也 许 是 唯一 的 Cu 受 体 蛋白 。 胞 
液 中 半数 的 Cu” 与 CuZn - SOD 结合 。 让 人 感 兴 趣 的 是 , 受 毛 高 铁血 红 素 刺 激 的 K562 细胞 开始 合成 
更 多 的 CuZn - SOD。 高 铁血 红 素 的 诱导 时 间 延 长 能 使 K562 细胞 慢 慢 失去 CuZn - SOD 酶 活性 。9%6 
小 时 后 ,已 诱导 的 KS62 细胞 的 CuZn - SOD 酶 活性 仅仅 是 或 低 于 未 诱导 细胞 CuZn - SOD 酶 活性 的 
60% 。 这 种 酶 活性 的 降低 完全 是 CuZn - SOD 酶 专 一 性 的 ,而 作为 对 照 的 Mn - SOD 的 酶 活性 没有 损 
失 。 当 Caeruloplasmin 加 入 时 ,可 以 部 分 恢复 CuZn - SOD 活性 。 在 以 后 的 研究 中 他 们 又 发 现 ,在 48 
小 时 的 诱导 和 非 诱导 的 细胞 中 ,不 管 有 没有 加 入 Caeruloplasmin, CuZn - SOD mRNA 浓度 没有 明显 区 
别 , 另 外 , 当 CuZn- SOD 与 4,5- 再 赖 氨 酸 结合 成 免疫 受 体型 CuZn - SOD 蛋白 时 ,细胞 仍 有 转录 能 
力 , 并 且 酶 活力 不 受 影 响 。 因 此 ,SOD 的 酶 活力 的 降低 不 是 在 转录 前 发 生 的 。 为 了 解释 SOD BRIE 
力 丢 失 的 原因 ,他 们 观察 到 :在 Caeruloplasmin 存在 下 ,K562 细胞 对 铜 有 亲 和 能 力 ,并 将 Cu 转移 给 
CuZn - SOD; 在 细胞 膜 上 ,Cu* 有 变化 但 却 没 有 Caeruloplasmin 穿 透 细 胞 。 

总 的 来 说 ,在 分 化 过 程 中 ,部 分 CuZn - SOD 酶 活力 丢失 与 Caeruloplasmin GK. BS WBA 
有 影响 外 ,经 氯 高 铁血 红 素 处 理 的 K562 细胞 仍 保持 合成 CuZn - SOD 的 能 力 。 实 验 发 现 , CuZn - 
SOD 酶 功能 与 酶 本 身 以 外 的 Cu 有 关 , 也 即 与 Caeruloplasmin 有 关 。 因 此 他 们 认为 非 蛋白 本 身 所 需 
的 铜 是 一 种 维持 或 恢复 CuZn- SOD 酶 活性 的 因子 。 他 们 的 实验 数据 支持 这 样 一 种 观点 :Cu 在 转录 
后 调控 水 平 上 控制 CuZn - SOD 的 表达 。 

B SOD 的 mRNA 的 非 翻 译 区 (UTR) 与 SOD 的 酶 活性 有 关 

真 核 生物 的 mRNA 的 3’ SERA K (3’- UTR) ERA RATE PEM AR DH. kik FARR 
细胞 中 人 CuZn - SOD 酶 活性 是 受 mRNA 的 长 度 调 控 的 。Delabar 等 人 也 发 现 浦 乳 动物 CuZn - SOD 
酶 活性 的 调节 极 大 程度 上 依赖 于 mRNA 的 长 度 。 研 究 人 员 发 现 同一 个 基因 可 以 转录 出 不 只 一 种 
mRNA 来 ,它们 的 不 同 在 于 它们 的 3- UTR 相差 222bp。Delabar 等 人 研究 了 大 鼠 与 人 的 cDNA 基因 
发 现 ,它们 的 cDNA 顺序 的 同一 性 在 86% ,3’- UTR 的 同一 性 是 71% 。 按 照 每 100 万 年 有 1 免 发 生 
随机 突变 的 速度 ,它们 的 3?-UTR 应 该 只 有 52% 的 同一 性 。 从 以 上 这 些 数 据 , 我 们 可 以 判断 ,3 盖 
UTR 在 这 些 基 因 表 达 、 翻 译 和 翻译 后 水 平 的 调控 方面 起 了 非常 重要 的 作用 。Kilk 等 人 同时 研究 了 
蛋白 水 平 上 的 3'- UTR 1 5’- UTR 对 cDNA 表达 的 影响 。 他 们 发 现 ,5 - UTR 对 酶 的 表达 没有 任何 
影响 ,而 当 从 3?- UTR 的 末端 降解 掉 185Sbp, 则 酶 活性 下 降 3 倍 。 为 此 ,他 们 设计 了 这 样 两 个 质粒 : 
pCGSOD 和 pCGSODA5 '- Ai. pCGSOD 包含 CuZn - SODmRNA 的 所 有 Poly(A) 位 点 ,pCGSODA5 '- Ai 
在 其 后 又 增加 一 个 15bp 的 Poly(A) 尾 巴 ,它们 可 以 转录 成 两 种 mRNA,0.7Kb 的 mRNA 在 第 一 个 
Poly(A) 位 点 P(A)I 结 束 , 而 0.9Kb 的 mRNA 在 P(A)I 结 束 。 有 趣 的 是 , 当 这 个 质粒 在 猴 细 胞 株 
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cosl 中 表达 时 ,所 得 到 的 mRNA 大 部 分 是 0.9Kb ,而 当 在 人 体 细胞 株 中 表达 时 ,0.7Kb mRNA 是 0.9Kb 


mRNA 的 4 倍 之 多 。 是 谁 在 调控 这 两 种 mRNA 的 比例 ?Gu 等 人 研究 表明 这 可 能 与 5 - UTR 有 关 。 
Kilk 还 证 实 了 含有 长 的 Cu-SOD,zn- SOD cDNA 的 质粒 比 含 有 短 的 cDNA 质粒 的 SOD 酶 活性 要 
Bo 他 们 发 现 ,第 一 个 P(A)I 和 第 二 个 P(A)I 位 点 之 间 , 含 有 一 个 AU 丰富 的 区 域 ,其 中 有 1 个 
AUUUA 区 域 和 5 个 AU 丰富 区 域 ,而 在 P(A)I 上 游 , 则 没有 类 似 的 结构 。 因 为 长 的 CuZn - SOD mR- 
NA 包含 有 UUUA 区 域 ,可 以 推断 mRNA 可 以 调控 CuZn - SOD 的 酶 产量 的 能 力 是 由 3?- UTR 的 这 一 
结构 决定 的 。Delabar 也 作 了 这 方面 的 研究 ,他 们 考察 了 大 鼠 和 小 鼠 组 织 和 细胞 系 中 CuZn - SOD 活 
性 与 mRNA 水 平 的 关系 。 在 所 有 的 组 织 和 两 种 小 鼠 细 胞 系 中 ,通过 总 RNA 的 Northem blot 分 析 ， 
SOD 酶 都 与 0.7Kb 的 mRNA 杂交 。 为 了 比较 mRNA 水 平 与 酶 活性 的 关系 ,对 不 同 组 织 的 mRNA 进 
行 了 定量 分 析 发 现 :在 大 鼠 中 , CuZn - SOD mRNA 的 顺序 是 肝 > 脑 > 小 脑 > 肺 ,其 中 肝 的 CuZn - 
SOD mRNA 的 量 是 肺 的 5 倍 。 在 酶 活性 方面 他 们 也 提出 了 相似 的 结论 ,尽管 酶 活性 的 变化 范围 没 
有 mRNA 的 大 。 在 小 鼠 组 织 中 ,CuZn - SOD mRNA 的 顺序 是 肝 > 肾 > 脑 > 肺 ,CuZn - SOD 酶 活性 的 
顺序 也 是 如 此 。 在 两 种 小 鼠 的 细胞 系 中 ,CuZn - SOD mRNA 的 水 平和 CuZn - SOD AY ABE PES AP 
观察 到 的 差不多 。 人 的 CuZn- SOD mRNA 水 平 ,FG2 肝 细 胞 瘤 细 胞 的 CuZn - SOD mRNA 的 量 是 成 
纤维 细胞 的 4 倍 。 这 些 结果 说 明 在 组 织 和 细胞 中 CuZn - SOD 活性 的 调控 极 大 程度 上 与 mRNA 水 平 
的 调节 有 关 。 这 种 调控 机 制 ,特别 是 翻译 水 平和 翻译 后 水 平 的 调控 机 制 还 有 待 进一步 的 研究 。 

1990 年 ,Church 从 人 胎盘 cDNA 文库 克隆 到 一 全 长 4.2kb 的 Mn-SOD cDNA, HH 3’- UTR 长 达 
3426bp。3 端 还 各 含有 一 个 与 SP1 和 NF- <B 一 致 的 序列 。 这 些 潜 在 的 调节 元 件 的 生物 学 功能 目 
前 正在 研究 之 中 。 但 SP1、AP2 和 NF - kB 一 致 序列 的 存在 提示 ,这些 潜在 调节 因素 在 人 Mn - SOD 
基因 表达 调控 中 可 能 起 着 重要 的 作用 。 

Zhang 还 进行 了 将 Mn - SOD 基因 5- 端 上 游 序列 分 段 连 人 报告 质粒 ,并 在 不 同 细 胞 系 检测 功能 
的 实验 。 结 果 发 现 :(1) 围绕 转录 起 始 部 位 的 - 114 到 + 38bp 区 段 (1$2bp) 具 有 引导 下 游 基 因 表 达 
的 最 强 活 性 ,此 区 段 中 包含 4 个 SP- 1 转录 因子 结合 序列 ,应 是 Mn - SOD 基因 主要 启动 子 的 所 在 部 
位 ;(2) 转录 起 始 部 位 上 游 - 2013 到 - 223bp 区 段 在 肝癌 细胞 中 引导 基因 表达 的 活性 明显 高 于 神经 
瘤 细 胞 ,而 -717 到 - 223bp 区 段 在 两 种 细胞 中 的 表达 活性 相似 ,提示 在 - 2013 到 - 717bp 区 段 内 可 
能 存在 负 调 控 序 列 , 对 Mn - SOD 基因 的 组 织 或 细胞 特异 性 表达 起 重要 作用 。 

C SOD 的 表达 调控 与 一 些 细 胞 因子 有 关 

Marklound 研究 了 一 些 细胞 因子 在 人 成 纤维 细胞 中 对 SOD 的 调控 作用 ,发现 由 于 EC- SOD 的 
分 泌 特 性 , 它 是 释放 到 胞 质 空间 的 超 氧 阴离子 自由 基 最 主要 的 防御 系统 。 在 人 成 纤维 细胞 中 , > 干 
PLA (IFN - y) 能 显著 激活 EC - SOD 的 表达 ,而 白细胞 介 素 - le( 开 =- <) 肿瘤 坏死 因子 - a (TNF - 
a) 和 转化 生长 因子 8(TCF - 8) 则 降低 其 表达 活性 ,然而 在 高 剂量 的 IFN - y 存在 下 ,TNF - @ 则 能 
增加 IIN- y Xf EC- SOD 的 表达 刺激 作用 。 以 上 研究 发 现在 细胞 因子 的 协同 作用 下 ,EC - SOD 参 
与 了 复杂 的 炎症 应 激 反应 , 当 需 要 的 时 候 ,EC - SOD 可 以 增加 对 细胞 外 或 细胞 间 质 的 物质 的 保护 
作用 。 而 Cu/Zn - SOD 不 受 任何 细胞 因子 的 影响 ,Mn - SOD 受 部 分 细胞 因子 的 影响 ,肿瘤 坏死 因子 
-a(TNF- wu) 白介素 -1(L=- 1). Ar - 6(IL- 6)、 脂 多 糖 (LPS) 均 可 诱导 Mn - SOD mRNA 的 表 
达 而 TGF- 8 直接 降低 Mn - SOD 的 活性 。Asayama 报道 ,培养 中 的 单 核 细 胞 受 细 菌 LPS 刺激 后 3 
天 ,Mn - SOD 增加 了 4.7 倍 。Naoyuki 等 也 报道 ,hMn - SOD 在 人 卵 梨 癌 中 大 量 表达 ,说 明 癌 细 胞 中 
存在 一 种 刺激 hMn - SOD 表达 的 物质 。 三 种 SOD 对 细胞 因子 的 不 同 反 应 ,说 明 它 们 合成 的 调控 机 
制 是 不 同 的 ,因此 它们 的 生理 作用 也 不 一 样 。 

多 个 SP-1 和 AP- 结合 序列 集中 于 转录 起 始 部 位 上 游 , 已 有 实验 证 实 ,SP- 1 与 AP- 2 协同 可 
显著 提高 SV40 病毒 和 某 些 真 核 基 因 的 mRNA 合成 水 平 。Fujii 等 的 实验 表明 , 佛 波 酯 可 以 诱导 Mn 
- SOD 基因 的 表达 。 

D SOD 的 转录 调控 与 一 些 转录 调控 因子 有 关 

Seo 等 发 现在 SOD AY $- 傍 侧 区 的 一 段 顺序 , - 116 到 - 45 区 域 可 以 提高 Cu/Zn - SOD 的 转录 
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活性 ， 因此 称 这 一 区 域 为 正 调控 区 (PRE positive regulatory element) , PRE 在 Cu/ZN - SOD 的 转录 活性 
方面 起 了 很 重要 的 作用 。 他 们 在 研究 过 程 中 将 这 一 区 域 分 成 两 个 部 分 , =- 104 到 - 89 是 Spl 结合 
位 点 ,Spl 能 活化 SOD 的 转录 ; -人 到 -55 是 C/EBP 相关 因子 结合 位 点 ,也 能 活化 SOD 的 转录 ;Seo 
等 还 发 现 C/EBP 是 一 个 家 族 , 有 C/EBPa ,C/EBP8,C/EBPS , C/EBPe , C/EBPy ;其 中 C/EBPa ,C/EBPB， 
C/EBP6 和 C/EBPe 是 正 调控 因子 ,而 C/EBPy 则 是 负 调 控 因 子 。Carri 等 发 现在 酵母 中 , 铜 依赖 的 转 
录 因 子 ACE1 等 激活 酵母 Cu/Zn - SOD 的 表达 ;又 有 人 报道 黄体 生成 素 , Ca 等 能 诱导 小 鼠 的 SOD 
高 表达 。 

E SOD 酶 活性 的 调节 与 氧 压 有 关 

在 SOD 中 , SOD 酶 活性 的 调节 还 与 氧 夺 有关。 就 拿 大 肠 杆菌 来 说 吧 , 它 有 Fe- SOD 和 Mn- 
SO0D ,这 两 种 酶 对 氧 活性 的 反应 不 同 , 不 管 有 没有 0, 存在 ,Fe - SOD 都 会 被 合成 ,而 Mn- SOD 只 有 
当 有 氧气 存在 时 才 存 在 。 因 此 ,Hassan 等 人 认为 其 作用 机 制 可 能 是 :(1) 分 子 氧 直接 充当 诱导 剂 或 
去 阻 遏 剂 ; (2) 分 子 氧 还 原 成 OF ,然后 作为 诱导 剂 或 去 阻 遇 剂 ; (3) OF 与 一 些 前 体 反应 ,产生 更 稳 
定 的 产物 ,由 其 充当 诱导 剂 或 去 阻 遇 剂 。Hassan 等 人 还 发 现 百 草 枯 对 E. Coli 中 Mn - SOD 的 表达 
有 诱导 作用 。 由 于 百草 枯 的 毒 理 作用 的 重要 因素 是 产生 大 量 的 0; 而 0; 的 存在 正好 诱导 了 Mn - 
SOD 的 大 量 生成 ,从 而 使 妃 . Coli 对 百草 枯 的 毒性 有 抵御 功能 。 为 此 他 们 又 用 链 黑 霉 素 做 试验 ,发 
现 链 黑 霉 素 的 毒性 对 Mn - SOD 表达 水 平 低 的 天. Coli 较 表 达 水 平 高 的 细胞 要 大 得 多 。 因 此 我 们 认 
为 0; 是 一 类 很 重要 的 氧 毒 性 试剂 而 Mn-SOD 对 其 毒性 有 十 分 重要 的 防御 功能 。 许 多 报道 也 称 
在 哺乳 动物 的 某 些 组 织 , 氧 压 对 CuZn - SOD 酶 活性 的 调节 起 了 很 重要 的 作用 。 因 此 ,年 轻 的 大 鼠 
和 小 鼠 当 在 有 85 色 氧气 的 环境 中 生存 7 天 以 后 ,其 肺 中 SOD 活性 有 明显 增加 。 在 大 鼠 中 脑 中 的 
SOD 酶 活性 也 有 增加 而 其 他 器 官 ,如 心脏 则 没有 变化 , 肝 和 肾 中 甚至 减少 。 另 一 方面 ,在 严重 的 低 
氧 情况 下 ,小 鼠 中 肺 部 和 脑 的 SOD 活性 在 降低 ,而 心脏 和 骨骼 .肌肉 中 的 SOD 活性 没有 变化 。 在 生 
理 条 件 下 观察 CuZn - SOD 的 表达 调控 ,不 同 组 织 中 的 比较 并 不 能 说 明 CuZn - SOD 的 mRNA 的 水 平 
(或 酶 活性 ) 与 组 织 中 氧 压 (p0, ) 的 关系 。 他 们 发 现 直 接 暴露 于 空气 中 的 肺 的 CuZn - SOD mRNA 水 
平 较 低 。 而 肝 ,相对 来 说 pO, 较 低 ,其 CuZn - SOD mRNA 却 很 高 。 而 氧 消 耗 较 高 的 脑 ,其 CuZn - 
SOD mRNA 水 平 却 较 低 。 所 有 这 些 数据 表明 除了 氧 压 和 氧 耗 以 外 ,这 有 其 他 因素 也 在 调节 着 CuZn 
- SOD 基因 的 表达 。 


13.3.2 tata 


过 氧化 氢 酶 和 过 氧化 物 酶 都 可 清除 生物 体内 产生 的 于 0 。 其 不 同 之 处 是 前 者 催化 HO, 分 解 
为 于 0 与 0;; 而 后 者 催化 了 瑟 0, 氧化 其 他 底 物 (以 SH, 表示 ) 后 才 产 生 了 开 0。 这 两 种 酶 的 催化 反应 


式 如 下 : 
WALA 


2H, 0, 2H,0 +0, 


过 氧化 物 酶 


SH, + H,0, S + 2H,0 

1811 年 Thenard 8 4¢R AAA AA A] 4 H,O, ,产生 0, 。Schonberin 也 观察 到 这 种 现象 ,他 
认为 在 反应 中 酶 起 到 关键 作用 。 后 来 Wolff 与 Stoecklin 以 及 其 他 一 些 学 者 相继 提纯 了 这 种 酶 一 一 
过 氧化 氨 酶 。1937 年 Sumner 与 Dounce 得 到 牛 肝 过 氧化 氢 酶 的 结晶 。 

需 氧 的 微生物 或 其 他 低 等 生物 如 日 本 甲虫 芽 胞 杆菌 、 肺 炎 枝 原 体 、 绿 菠 、 蓝 绿 藻 以 及 肝 吸 虫 等 
寄生 蠕虫 中 均 有 过 氧化 氢 酶 存在 ,但 少数 好 氧 菌 如 过 氧化 醋 杆 菌 缺 乏 该 酶 。 少 数 厌 氧 菌 如 谢 氏 两 
酸 杆 菌 中 虽 有 过 氧化 氢 酶 存在 ,在 大 多 数 厌 氧 菌 中 却 无 过 氧化 氢 酶 。 该 酶 尚 存在 于 绿色 植物 ,而且 
亦 存在 于 动物 的 主要 组 织 。 后 者 中 酶 含量 以 肝 与 红细胞 为 最 多 , 脑 \ 心 与 骨骼 肌 为 最 少 。 提 纯 过 氧 
化 氢 酶 既 可 采用 菌 藻 ,也 可 采用 肝 或 红细胞 作为 原料 。 从 红细胞 中 提纯 酶 是 先 在 溶血 液 中 加 入 乙 
醇 -氯仿 混合 液 ,随后 按 Agner 法 分 离 出 纯 酶 。 
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A 分 子 结构 与 理化 性 质 

大 多 数 来 源 不 一 的 过 氧化 氢 酶 系 分 子 量 为 65 000 ~ 80 000 的 亚 基 所 组 成 。 关 于 亚 基 数 ,许多 
学 者 的 意见 不 一 致 ,但 用 SDS 处 理 法 测 出 亚 基数 为 4。 每 个 亚 基 均 有 一 个 Fe( 亚 )- 原 中 啉 作为 畏 
基 , 后 者 连接 到 酶 活性 部 位 。 

结晶 的 牛 肝 与 红细胞 过 氧化 氢 酶 中 氨基 酸 组 成 颇 为 类 似 ( 表 13 - 3)。 根 据 Schroeder 等 的 报 
道 ,用 胰 蛋 白 酶 水 解 过 氧化 氢 酶 所 得 出 的 肽 段 数 ,表明 酶 的 三 个 或 四 个 亚 基 的 氮 基 酸 排 列 顺序 相 


同 。 
表 13-3 过 氧化 氨 酶 的 氨基 酸 残 基 组 成 ( 多 总 氨基 酸 残 基 ) 
AAPA Raddakrishnan sei ks Schroeder Deisseroth mer 
AAR 6.80 6.18 7.14 7.26 7.65 
HAR 5.12 5.89 6.03 6.25 5.68 
KAAR 12.10 11.04 13.60 12.82 12.48 
半 - 胱 氨 酸 0.82 0.56 1.34 0.41 4 
BAR 8.14 8.52 -9.14 9.16 9.99 
HAR 6.56 5.60 7.19 6.59 7.22 
AAR 3.40 6.41 4.13 4.14 3.28 
FEAR 2.63 3.78 3.65 3.28 3.99 
| AR 6.29 8.47 7.14 7.88 7.60 
AMR 4.74 8.70 5.38 5.92 5.91 
FA iit AR 2 2.46 1.90 1.54 2.06 
苯 丙 氢 酸 5.28 5.95 6.12 6.73 5.63 
AAR 7.49 5.09 7.70 8.22 7.83 
丝氨酸 4.48 3.83 4.50 4.43 4.88 
TAR 4.39 3.60 4.45 4.27 5.02 
AR - 2.29 -~ a 
MAR 3.57 4.86 3.99 4.49 3.75 
AB 4.83 6.75 6.54 6.62 7.32 


注 : 表 中 英文 为 论文 作者 

过 氧化 氢 酶 的 沉降 速度 常数 (So , 双 ) 为 (11.1~ 11.8) x 10°" ,扩散 常数 (Do , W) (4.1 ~ 4.5) 
x 10°", FHA 225 000 ~ 269 000( 表 13 - 4) ,部 分 比 容 为 0.73 ~ 0.74。 经 计算 颗粒 半径 为 
0.052nm。 这 些 结果 可 说 明 过 氧化 氢 酶 为 略微 水 化 的 结构 紧密 的 球 蛋 白 。 


表 13-4 过 氧化 氢 酶 的 Sw D, RIFE 


不 同 来 源 的 过 氧化 氢 酶 
牛 肝 


Sumner 与 Gralen 11.2x 107" 4.1x 1077 248 000 

Sumner 等 一 4.5x107’ 225 000 

Agner 11.2 10" 4.3x 1077 225 000 

Samejima 11 -29610,P 4.1x 1077 248 000 

Tanford 与 Lovr en 11,6x 10 ~ ~ 260 000 
马 红 细胞 , Deutsch 11.8x 10-8 4.15x 1077 269 000 
猪 红细胞 , Nagahisa 11.1x 107 4.1x 107’ 


WA 1b A PSH 基 在 维持 酶 的 分 子 结构 与 结合 辅 基 方 面 均 起 重要 作用 。Samejima 与 Yang 
报道 ,经 酸 变性 处 理 测 出 过 氧化 氢 酶 有 16 个 一 SH 基 。Abe 等 认为 ,一 $ 一 S 一 基 亦 为 维持 酶 的 分 子 
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结构 所 必需 。 

Nakatani 指出 ,过 氧化 氢 酶 分 子 中 95 个 组 氮 酸 残 基 中 有 10 ~ 19 个 处 于 分 子 内 部 ,可 能 参加 酶 
蛋白 的 某 些 阴离子 基 团 的 盐 键 合 ; 当 外 加 实验 条 件 如 光 氧 化 造成 酶 失 活 时 ,组 氢 酸 残 基 亦 相 应 破 
坏 。 

过 氧化 氢 酶 的 浓 溶 液 或 1:300 000 PARTE KE PRE PREF 1 个 月 ,但 更 稀 溶 液 即 使 在 冷 处 放置 并 
且 避 光 保 存 ,也 会 迅速 丧失 活性 。 在 贮藏 中 , 酶 活性 之 所 以 丧失 可 能 是 由 于 酶 分 子 离 解 为 亚 基 , 因 
为 只 有 原 酶 才能 保持 酶 活性 。 

过 氧化 氢 酶 可 催化 到 0, 2A HO 与 0, ,但 其 反应 机 理 比较 复杂 。 一 般 认 为 在 催化 过 程 中 
有 化 合 物 工 的 产生 。 所 谓 化 合 物 工 就 是 过 氧化 氢 酶 与 10, 结合 的 复合 物 。 关 于 化 合 物 工 的 构造 至 
今 还 不 清楚 。 原 来 的 过 氧化 氢 酶 中 辅 基 的 Fe 为 三 价 ,但 与 10, AERA IA, WKAR 
价 。 由 于 血红 素 环 中 电荷 非 区域 化 ,难于 确定 其 确实 的 分 子 构造 。 

过 氧化 氢 酶 有 特殊 紫外 与 可 见 光 吸 收 光 谱 , 如 在 404 ~ 406nm 处 有 明显 的 吸收 峰 , 即 所 谓 的 
Soret 带 。 但 他 与 H,0, 形成 化 合 物 I 后 ,吸收 光谱 有 明显 改变 (图 7- 1)。 催 化 反应 完毕 后 酶 的 吸收 
光谱 可 恢复 原状 。 整 个 酶 反应 式 简 示 如 下 : 


过 氧化 氢 酶 - Fe(II) +H,0, -> 化合 物 1 


化 合 物 T+ 了 下 0, —2> st SALA (Fe lll ) +2HO+ 0, 
过 氧化 氢 酶 也 可 催化 HO, 氧化 某 些 氢 供 体 ,如 抗坏血酸 、 亚 铁 氨 化 物 ,苯酚 、 醇 .甲酸 、 亚 硝酸 
th BRU Fie HREM 


D2,Ds Ds 过 氧化 氢 酶 


so < 
page a Saw 
过 氧化 氢 酶 2 化合物 了 D::D4Bs 过 氧化 所 本 
D; O» 
NO-WKTAKAS 
CO 
CO-- 亚 铁 过 氧化 所 本 


(D1 = 抗坏血酸 或 亚 铁 氰 化 物 ,D2 = 苯酚 ,D3 = 醇 或 甲酸 盐 ， 
D4 = 亚 硝酸 钠 ,D5 = BAUGH RIK, D6 = PALA) 


化 合 物 工 开 、 焉 的 结构 与 理化 性 质 都 不 相同 ,如 其 吸收 光谱 中 最 大 吸收 峰 为 :化 合 物 工 ， 
670nm,570nm,535nm 与 405nm; 化 合 物 [ ,568nm ~ 575nm,535nm 与 420nm; 144 II ,585nm ~ 545nm 
与 422nm。 

B 测定 方法 

1) 测 压 法 

在 过 氧化 氢 酶 的 催化 下 OH, O, 分 解 为 H,O 与 0, ,根据 产生 O, 压 的 测定 可 以 推算 出 过 氧化 氢 酶 
活力 。 该 法 不 常 采用 。 但 Chance 与 Maehly 主张 ,测定 细胞 提取 液 或 混浊 样品 中 过 氧化 氢 酶 活力 时 
宜 采用 测 压 法 ,特别 是 其 他 方法 使 结果 受到 干扰 时 更 应 采用 。 

2) 滴定 法 

其 原理 是 用 滴定 法 测定 未 被 催化 分 解 的 过 氧化 氨 , 从 而 计算 出 催化 分 解 的 了 瑟 0, 量 , 以 此 测 出 
WA AMA PE. URE HO, 可 用 常规 碘 滴 定 法 ,例如 取 pH7.0 的 H,O, - 酶 反应 体系 ,在 0.5,1,4， 
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7,10min 吸取 一 定量 反应 液 , 放 和 3. Smol/LH, SO, 溶液 中 使 酶 停止 催化 ,然后 测定 HO, 按照 
Lt igh [ H, O, | 开始 
At” © LH,O, Jeu 
At = 时 间 (min) SRA ROTA k (A. SR kT BB Ek (A AB hn, BY Ta) Ay 
坐标 作 图 RH + =O RAS k 1A. RARE k (ASA (u) KA (hk = 6.93 x 10°°u) ,计算 酶 活 
性 。 
3) 分 光 光 度 法 
其 原理 与 滴定 法 相同 。 在 这 方面 的 测定 方法 是 比较 多 的 ,其 中 最 简便 的 是 直接 测定 240nm 的 
光 吸 收 改 变量 ,但 样品 溶液 中 应 无 强烈 吸收 240nm 的 杂质 。 其 计算 方法 与 滴定 法 相 类 似 , 所 不 同 的 
是 可 用 光 吸 收 代替 HO, 浓度 或 测定 数 。 
4) 酶 活力 计算 公式 的 说 明 


2.3，  [H,0, Ise 
(1) = R78 THO Tan 
此 公式 系 来 自 酶 的 动力 学 。 
v = k[H,0,] 
d(H, 0, ] wit d(H,0,] 4 
ar = FibO). | ToT > [kat 
[H,O> ] 开 始 
nEO = EM 
2.3 x log ae = kAt 
rae 2.3) [ H, 02 | 
本 
(2) 如 果 [ 瑟 0 ]st = 5 (HO; Lay , 则 At 为 半 反应 期 (=), 即 
_In2_ 0.693 
Te ae 
heed. sponte. shaw 
~ Tie 6.93 x 107° 
C 主要 生理 作用 


过 氧 过 氢 酶 存在 于 红细胞 及 某 些 组 织 细 胞 内 微 体 ( 即 过 氧化 体 ) 中 。 它 的 主要 生理 作用 就 是 催 
At, H,O, 44824 H,O 和 O, ,使 得 H,0, 不 致 于 与 0 在 铁 歼 合 物 作用 下 反应 生成 非常 有 害 的 'OH。 

(1) 在 红细胞 中 过 氧化 氧 可 以 氧化 血红 蛋白 成 为 高 铁血 红 和 蛋白 ,但 由 于 过 氧化 氢 酶 清除 了 
H,0, , 遂 不 发 生 这 样 的 反应 。 

(2) 在 微 体 中 , 尿酸 酶 、D -氨基酸 氧化 酶 、 黄 味 叭 氧化 酶 、a - 产 酸 氧化 酶 的 反应 都 可 产生 
于 0O,。 但 可 被 过 氧化 氢 酶 及 时 清除 。 

(3) 除了 红细胞 与 微 体 中 产生 的 过 氧化 氨 可 被 过 氧化 氢 酶 清除 外 ,细胞 内 其 他 细胞 器 如 线 粒 
体 产 生 的 O, 都 可 经 过 超 氧化 物 歧 化 酶 的 催化 转变 为 了 瑟 0, 与 0, ,而 H,O, 可 以 进入 微 体 中 ,被 过 氧 
化 氢 酶 清除 。 必 须 指 出 的 是 ,线粒体 中 产生 的 少量 HO, 尚 可 被 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 清除 。 


13.3.3 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (简称 GSH - Px) , BUA RE H AK: H,O, 氧化 还 原 酶 (EC1.11.1.9) ,于 1957 年 
被 Mills 从 牛 红 细胞 中 发 现 。 它 是 清除 HO, 与 有 机 氧 过 氧化 物 的 重要 酶 。 
13.3.3.1 分 子 结构 
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从 人 与 动物 的 组 织 或 细胞 中 提纯 的 GSH - Px, 分 子 量 为 76 000 ~ 95 000, FAH 85000. EH 
一 种 水 溶性 四 聚 体 蛋白 质 ,四 个 亚 基 相 同 或 极为 类 似 。 其 硒 含量 为 3.5 ~ 4.24g 原子 /mol, 表 明 每 个 


亚 基 有 一 个 原子 硒 ( 表 13-5). 
表 13-5 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 的 分 子 量 `. 亚 基 分 子 量 与 硒 含量 


硒 含量 


亚 基 分 子 
rile (g 原子 /mol) 


牛 红 细胞 GSH - Px 有 178 个 所 基 酸 残 基 。 虽 然 其 排列 顺序 尚未 最 后 确定 ,但 根据 X 射线 对 该 
酶 晶体 的 分 析 结果 ,可 以 推测 氨基 酸 排列 顺序 (图 13 - 3) ,如 硒 半 胱 氨 酸 处 在 第 35 位 置 。 


= 而 1- 全 -三 - 二 直击 本 -的 -ec 
hin ~ Sex~Pro- Igo Bro BAH Lou Last isp ion Wal nid Pro Als 86 Cro Poa 
Try - Gln- His - Phe- Asn - Ser- Leu - Cn :im (dig ily Pro Les GGly <P> Alas eRe 

Bo teat wah ed ig = Hs - Lea Aan Bp Pro~ Tyr— Agi= Angle Ch 
Ghi~ Ang Val = Gly Ser? Gly ~ Gly ~ Gly = Phe isha RG Ao Pho — Cha neneltyr— Arg Co 
证 


130 140 

Asn- Gln- Gln- Asn- Gly-le-Phe-Thr-Sser-Pro-Thr-Gn-Leu-Thr-Ty-Gy-Pro-le-Phe-Gn- 

150 160 

Ser - Lys ~ Ser- Gly - Gln- Asn-Ty-Tyr-Gn-Phe-Leu-val-Gly-Pro-Asn-Ala-Ala-Pro-Asn-Tyr- 

170 178 

Lys - Phe - Met- Arg- Leu- Gln - Gly - Asn- Arg - Ie - Gln- Asn- Ile - Ala- Gln - Arg- Phe ~Lys 
13-3 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 的 氨基 酸 排列 顺序 ( 据 推测 ) 


GSH - Px 的 亚 基 结构 见 图 13 -4。 在 其 亚 基 结 构 中 ,有 a, ,as ,as as 4 处 o 螺旋 及 B、8 、B 、B4 
4 处 8 折 礁 ,后 者 有 半数 为 顺 向 平行 , 另 半数 为 反 向 平行 ,整个 酶 分 子 中 ,4 个 亚 基 处 于 1 个 平面 。 

4 个 Se 原子 在 1 个 分 子 中 的 彼此 距离 (三 20A) 远 超过 二 硒 化 物 桥 形成 所 需 距离 ,因此 在 酶 的 
氧化 反应 中 ,不 会 生成 二 硒 化物 桥 。 具 有 催化 活性 的 硒 半 胱 氨 酸 位 于 酶 分 子 表 面 凹 穴 的 活性 部 位 ， 
易于 接触 有 机 氢 过 氧化 物 等 底 物 。 后 者 虽 不 溶 于 水 ,但 由 于 活性 基 团 周 围 存在 一 些 朴 水 性 芳香 环 
氨基 酸 残 基 ,形成 脂 溶性 底 物 可 进入 的 玻 水 性 区 域 ,使 底 物 与 硒 半 胱 氨 酸 反应 ,从 而 使 GSH- Px 显 
示 很 高 的 反应 性 。 

13.3.3.2 化 学 反应 性 

GSH- Px 可 使 H,O, 转变 为 HO 或 使 许多 有 机 所 过 氧化 物 (ROOH) 还 原 为 有 机 氢 氧 化 物 
(ROH) ,但 在 催化 反应 中 需要 GSH 作为 氢 供 体 ,其 反应 式 如 下 : 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 
2GSH + 也 0， — GSSG + 2H, 0 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 


2GSH + ROOH GSSG + 2ROH 
除非 有 些 有 机 氢 过 氧化 物 如 胆固醇 - 25 - 氢 过 氧 基 受 空 间 阻 遏 的 影响 不 能 被 酶 催化 还 原 为 
ROH 外 ,几乎 所 有 的 有 机 氧 过 氧化 物 都 可 在 GSH - Px 的 作用 下 还 原 为 ROH。 
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13-4 GSH- Px 的 亚 基 结构 示意 图 
(ai aa,aya4…a 螺旋 ;Bi ,83 ,84…8 折 释 ) 


GSH- Px 虽然 可 催化 许多 SH - 基 化 合 物 氧化 ,但 催化 效率 相对 很 低 。 在 所 有 的 SH 基 化 合 物 
中 以 a - 谷 胱 甘 肽 催化 效率 最 高 。 如 果 以 后 者 为 100% , 则 绝 大 多 数 SH 基 化 合 物 仅 被 氧化 1% ~ 
5% ,甚至 几乎 无 变化 。 

GSH- Px 愈 纯 , 其 性 质 愈 不 安定 。 纯 酶 置 于 冰箱 中 贮存 ,其 酶 活性 会 降低 ,如 纯 酶 溶液 的 比 活 
性 为 274u/mg, 经 深度 冰 谎 融化 后 ,其 比 活性 下 降 至 40uwmg。 

GSH - Px 的 最 适 pH 为 8 ~ 9, 如 大 鼠 肺 的 GSH - Px 的 最 适 pH 为 8.8 ~ 9.0, 人 红细胞 的 GSH - 
Px 为 8.5。 在 pH 值 为 6 或 6 以 下 GSH- Px 显 不 出 活性 。 

氰 化 物 与 到 氮 化 物 都 不 能 抑制 CSH- 的 活性 。 它 的 吸收 光谱 在 400 ~ 420nm 范围 内 不 显示 
Soret 带 , 因 此 该 酶 不 是 血红 素 过 氧化 物 酶 。 

13.3.3.3 ARE 

在 GSH - Px 的 催化 反应 中 ,其 分 子 中 硒 半 胱 氨 酸 起 到 重要 作用 。 


(1) 
E- CysSe~ + H* + ROOH —~E - CysSeOH + ROH 


k 
E- CysSeOH + GSH===E ~ CysSe- SG + H,0 (2) 
=3 
ey ae ok Ae ‘ (3) 
E — Cys — Se SG + GSH===E Cys- Se +GSSG+H 
= 了 


在 反应 (1) 中 ROOH 可 用 于 0, 代替 ,无 论 ROOH 还 是 区 0, ,都 可 将 GSH - Px 中 的 硒 醇 离子 氧 
化 成 为 硒 次 磺 酸 衍生 物 (下 - CysSeOH) ,但 后 者 是 整个 酶 促 反应 的 中 间 物 ,属于 简单 过 渡 态 复合 物 ， 
在 反应 (2) 中 GSH 为 供 氢 体 底 物 , 它 与 酶 反应 的 中 间 物 作用 后 产生 酶 CSSG。 这 三 种 反应 明显 地 表 
明 ,GSH- Px 的 催化 反应 是 一 种 循环 过 程 ,其 中 硒 半 胱 氨 酸 发 生 的 可 逆 性 氧化 还 原 反 应 确 起 到 重要 
作用 , 详 见 图 13-5. 
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H*,GSSG ROOH, H* 
ECysSe ROH 
ECysSeOH 
ECysSeH -GSSG 
GSH 
ECysSeSG-GSH ECysSe — OH: GSH 


GSH CysSe-S ‘tp. 
FA 13-5 GSH- Px 的 催化 过 程 
必须 指出 的 是 ,在 循环 过 程 中 GSH — Px 可 恢复 原来 状态 ,但 GSH 却 变 成 CSSG。 要 使 GSSG 还 


原 成 CSH ,必须 在 GSH 还 原 酶 作用 下 由 NADPH 提供 H。 在 此 反应 中 ,NADPH 氧化 成 NADP+ 。 


GSH - 还 原 
GSSG+ NADPH 22, 5¢5H + HADP， 


oe 


NADP 
GSH ‘i Bk-6-BERD 


GSH 还 原 酶 葡 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 


GSSG NADPH 核 酮 糖 -5- 磷 酸 


图 13-6 GSH- Px、GSH 还 原 酶 与 葡 糖 - 6- 磷 酸 脱氧 酶 的 关系 

NADP* 在 戊 糖 磷酸 旁 路 中 靠 葡 糖 - 6 -磷酸 脱 氢 酶 (G6PD) 的 作用 ,将 葡 糖 - 6 -磷酸 转 变 为 核 酮 
糖 与 磷酸 ,同时 NADP* 还 原 为 NADPH( 图 13 -6)。 从 这 些 机 理 中 可 以 看 出 , 酶 促 反应 能 和 否 成 为 真正 
循环 过 程 ,不 仅 决定 于 GSH - Px 酶 促 反 应 本 身 ,而且 还 决定 于 其 他 酶 促 反应 ,甚至 涉及 一 些 有 关 的 
代谢 途径 。 

13.3.3.4 may 

根据 Flohe 等 的 研究 ,GSH - Px 的 酶 动力 学 符合 Clenand 的 乒乓 机 理 , 如 底 物 为 H,0, 与 GSH(2 
个 分 子 ) ,其 酶 促 反应 动力 学 的 乒乓 机 理 可 示意 如 下 : 


H202(A) GSH(B) GSH@) GSSG() 
kay kta k+3 Bea 
E (EA— F) (FB— G) (GB—-EP) E 
GSSG ED iy 
A 
E 
ROH ,H20 
E-GSS 
F 
GSH 
[G-GSH] 


[F-GSH] 


G 
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如 果 忽 略 逆反 应 与 酶 - 底 物 复合 物 的 生成 , 酶 的 动力 学 可 按 以 下 公式 计算 ， 
- aA] _ 3 [AlLE] 


aa) ~k,,[A][E] + &,,(G](B] 
Cy es k,,LAJ(E] -&,,{F][B] 


dG] = i 2[F][B] - k,s(GI(B] 


dL A] Oe Se Oa ala he Dh 
在 稳定 状态 时 ,dy 二 二 了 于 县] rst 


[Boj 4% 
“Steal in fl 


此 式 符合 Dalziel 乒乓 机 理 的 初速 度 方程 式 。 以 w/[ 孔 ] 为 横 坐标 ,并 以 入 为 纵 坐标 , 当 [B] 一 定 


时 两 者 应 成 直线 关系 。 如 果 [B] 为 另 一 值 , 则 得 出 直线 应 与 前 次 所 得 直线 相 平 行 。 实 验证 明理 论 
推导 与 实验 结果 是 一 致 

由 于 GSH - Px 的 动力 学 符合 乒乓 机 理 ,该 酶 与 底 物 就 显 不 出 饱和 特性 。 换 句 话说 ,其 了 .几乎 
是 无 限 大 ,从 而 也 无 真实 的 K, 值 。 当 氢 过 氧化 物 浓度 相对 极 高 时 ,表现 K,, 值 与 GSH 浓度 成 直线 
相关 。 这 些 结果 证 明了 在 催化 过 程 中 酶 和 脂 类 过 氧化 物 并 未 生成 酶 - 底 物 复合 物 ,间接 支持 了 硒 半 
胱 氨 酸 被 脂 类 过 氧化 物 氧化 而 成 为 氧化 型 的 酶 。 后 者 通过 分 子 内 反应 转变 为 新 中 间 物 ,从 而 与 
GSH 高 度 专 一 地 结合 成 酶 - CSH 复合 物 ,最 后 产生 GSH - Px 与 GSSG。 

13.3.3.5 生物 学 作用 

GSH- Px 的 主要 生物 学 作用 是 清除 脂 质 氢 过 氧化 物 , 并 在 过 氧化 氢 酶 含量 很 少 或 了 0, 产量 很 
低 的 组 织 中 ,可 代替 过 氧化 氢 酶 清除 苇 0,。 此 外 ,鉴于 该 酶 尚 可 广泛 地 清除 有 机 氢 过 氧化 物 , 故 有 
防止 畸变 ,预防 衰老 及 参与 前 列 腺 素 合成 等 重要 生理 作用 。 现 将 其 生物 学 作用 简 述 如 下 。 

A 清除 脂 质 氨 过 氧化 物 

动力 学 研究 证 明 , CSH - Px 清除 脂 质 氢 过 氧化 物 的 速率 方程 式 符合 "= 时 LO = 大， 


[LOOH][E]. 本 速率 
饱和 程度 , 故 实际 上 清除 LOOH 的 速率 与 LOOH 的 种 类 和 浓度 无 关 ,而 与 GSH 浓度 却 成 正 相 关 。 体 
内 实验 和 体外 实验 的 结果 是 不 同 的 ,如 体内 实验 所 产生 的 LOOH YR BE FE HE lmoyL 以 下 ,根据 结果 
推 知 ,清除 LOOH 速率 必 与 LOOH 种 类 和 浓度 有 关 , 而 且 由 于 GSH 可 以 通过 催化 循环 过 程 中 再 生 ， 
在 正常 生理 情况 下 ,GSH - Px 清除 脂 质 过 氧化 物 的 速率 却 与 GSH 浓度 无 关 。 很 明显 ,无论 体 内 实 
验 或 体外 实验 ,清除 脂 质 氢 过 氧化 物 的 速率 均 决 定 于 GSH - Px 的 浓度 。 

B 清除 HAO, 

脑 与 精子 几乎 不 含有 过 氧化 氢 酶 ,而 含有 较 多 的 GSH - Px, 因 此 尽管 在 代谢 反应 中 产生 HL 0,, 
仍 可 被 CSH - Px 清除 。 即 使 含有 过 氧化 氢 酶 较 多 的 组 织 , 亦 需 GSH - Px 清除 于 0, ,因为 在 细胞 中 
过 氧化 氢 酶 多 存在 于 过 氧化 体 ,而 在 胞 浆 与 线粒体 基质 腔 中 却 很 少 , 它 们 含有 较 多 的 GSH - Px, fk 
不 会 受到 HO, 的 危害 。 有 些 病 人 缺乏 产生 过 氧化 氢 酶 的 基因 ,但 GSH - Px 可 清除 HO, , 故 H,0, 
损伤 组 织 不 明显 。 

C 减轻 有 机 氢 过 氧化 物 对 机 体 的 损伤 

在 病理 生理 情况 下 ,活性 氧 可 能 诱发 脂 质 过 氧化 ,除了 直接 造成 生物 膜 损伤 外 ,还 可 能 通过 脂 
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质 氢 过 氧化 物 与 蛋白 质 (包括 酶 ) 或 核酸 的 反应 ,使 机 体 组 织 发 生 广 泛 性 损伤 ,但 是 只 要 GSH - Px 
清除 脂 质 氢 过 氧化 物 能 力 不 受 到 影响 , 脂 质 氢 过 氧化 物 对 机 体 的 损伤 就 可 得 到 减轻 。 

除了 脂 质 氢 过 氧化 物 外 , 尚 可 能 出 现 其 他 有 机 氢 过 氧化 物 , 如 核酸 氢 过 氧化 物 ,胸腺 喀 啶 氢 过 
氧化 物 。 后 两 者 属于 致 突 剂 。GCSH - Px 既 有 清除 有 机 氧 过 氧化 物 的 作用 , 当然 会 降低 致 突 发 生 率 。 

细胞 老化 可 能 与 脂 质 过 氧化 有 关 ,尽管 脂 质 过 氧化 仅 是 细胞 老化 原因 之 一 ,但 预防 脂 质 过 氧化 
常 可 延缓 细胞 老化 。GSH - Ex 无 疑 地 在 预防 衰老 方面 起 到 重要 作用 。 

必须 指出 的 是 ,GSH 还 原 酶 与 G- 6- PD 脱氧 酶 亦 起 到 协同 作用 。 如 果 这 两 种 酶 之 一 受到 损 
害 或 生物 合成 受到 抑制 , 则 GSH - Px 的 生物 学 作用 也 相应 受到 影响 。 

D 参与 或 调节 前 列 腺 素 的 生物 合成 

虽然 花生 四 烯 酸 合成 前 列 腺 素 系 通 过 生物 级 联 过 程 ,然而 前 者 尚 可 转变 为 其 他 生化 物质 ,如 产 
物 12 -羟基 士 碳 四 烽 酸 (HETE) 表 现 趋 化 活性 ,涉及 发 炎 反 应 。 在 环 氧 酶 与 脂 氧 合 酶 作用 下 ,花生 
四 烯 酸 尚 可 氧化 成 某 些 氨 过 氧化 物 。 这 些 氢 过 氧化 物 显著 地 干扰 前 列 腺 素 的 生物 合成 ,但 在 GSP 
— Px 作用 下 ,可 转变 为 无 活性 物质 或 进入 级 联 过 程 , 故 GSH - Px 对 前 列 腺 素 生 物 合成 尚 可 起 到 调节 
作用 , 见 图 13-7. 

虽然 一 般 认 为 CSH - Px 参与 前 列 腺 素 的 生物 合成 ,但 对 其 作用 部 位 与 机 理 尚 未 搞 清 楚 , 目 前 
仅 可 表示 在 前 列 腺 素 生 物 合成 的 过 程 中 直接 与 CSH- PX 有 关 的 反应 为 前 列 腺 素 G 转变 为 前 列 腺 
素 也 以 及 前 列 腺 素 卫 ,15 - 氢 过 氧化 物 转变 为 前 列 腺 素 也 。 有 的 学 者 认为 在 前 列 腺 素 的 生物 合成 
中 GSH- Px 的 作用 就 是 将 过 氧化 中 间 物 调节 到 正确 变化 途径 ,以 防止 有 害 或 无 用 副 产 物 的 产生 。 


= COOH Er ya COOH (4) 
ROSE 7 X00H—-XOH 
HOO | (42) AA 


0 
COOH 
On | Tears | VY 
(5) 
oH 0 总 i 
0 Co] Xx COOH <i 
H 
(2) Ald 
O OH H 
=/ V'-G00H : 
OF OH x 


OH 


图 13-7 EA DORR EP GSH - Px 作用 部 位 推测 
AA: 4€4: DUM ; HPETE: 12 - hydroperoxyei-cosatraenoic acid; HETE: 12-hydroxyeicosatetraenoic acid; G: 
前 列 腺 素 GC, ;E: 前 列 腺 素 Ep ;I: 环 前 列 腺 素 ;TXA:thromboxane Ay ;H: 前 列 腺 素 H,;(1),(2),(3), 
(4),(4a),(4b),(5),(5a) 表 示 GSH- Px 作用 地 位 
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13.3.4 谷 胱 甘 肽 转 硫 酶 


谷 胱 甘 肽 转 硫 酶 (EC2.5.1.18) 又 名 不 含 硒 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (Non -Se- GSH- Px). Ext 
一 种 多 功能 的 酶 , 仅 用 转 硫 或 清除 有 机 氧 过 氧化 物 均 不 能 概括 它 的 功能 。 

A 分 子 结构 

Non-Se-GSH- Px 是 分 子 量 为 40 000 ~ 50 000 的 二 聚 体 蛋白 质 。 随 着 亚 基 的 不 同 组 合 而 有 多 
种 同 工 酶 ,如 大 鼠 肝 胞 浆 Non - Se- GSH - Px ® Y,,Y, 5 Y, 三 种 不 同 亚 基 组 合成 的 YY ,YY。， 
YY 5 Y,Y, 等 同 工 酶 ,其 亚 基 分 子 量 为 22 500 ~ 25 000; 大 鼠 肝 微粒 体 Non - Se- GSH - Px 的 分 子 
量 常 不 一 致 。Partrige 等 发 现 大 鼠 肝 Non-Se-GSH-PXx#1,0,0,V,V ViS6AA le. Ef 
是 由 分 子 量 为 20 000,23 500 与 25 000 的 3 种 亚 基 ( 相 当 于 Y.,Y 5 Y AKT RA. 

其 氨基 酸 组 成 ( 表 13 - 6) 表 明 酶 分 子 中 无 色 氨 基 酸 残 基 。 由 于 Non -Se- GSH- Px 的 同 工 酶 等 


电 点 不 同 ,不 同 来源 的 酶 分 子 中 氧 基 酸 组 成 可 能 有 差异 。 
表 13-6 Non-Se-GSH-Px 的 氨基 酸 组 成 


B 化 学 反应 性 
在 Non-Se-GSH-RPx 的 作用 下 ,GSH 可 与 许多 亲 电 药物 结合 ,如 GSH 与 1 - 氯 - 2,4 -二 硝 基 茶 
结合 成 为 1- 琉 基 - 2,4 二 硝 基 葵 与 HCl 
Cl SG 


NO, NO, 
Non — Se- GSH - Px 
GSH + ee + HCl 


NO, NO, 
该 酶 还 可 清除 脂 质 氢 过 氧化 物 ,但 不 能 催化 H, 0, 分 解 。 


Non — Se — GSH - Px 
2GSH + LOOH ———WY———- LOH + H, 0 + GSSG 


从 微粒 体 提 纯 的 Non - Se- GSH - Px 为 低 活 性 酶 ,但 经 N - 乙 基 顺 丁 烯 二 酰 亚 胺 处 理 后 ,活性 可 
大 为 增加 。 除 了 N - 乙 基 - 顺 丁 烯 二 酰 亚 胺 可 作为 Non-Se- GSH- Px 的 活化 剂 外 ,还 有 一 些 SH 基 
试剂 如 靛 乙酰 胺 .2 ,2 二 硫 代 吡啶 基 .5,5'- 二 硫 代 双 (2 - 硝 基 葵 甲酸 ) 也 可 使 该 酶 活化 。 

C 生物 学 作用 

Non-Se- GSH ~ Px 既然 可 以 和 许多 亲 电 性 药物 结合 , 则 可 发 挥 其 解毒 作用 ,另外 它 还 有 减轻 
脂 质 过 氧化 作用 ,虽然 与 解毒 作用 相 比 可 能 不 是 主要 的 ,但 与 Se- GSH - Px 协同 作用 则 值得 重视 。 
在 肯 上 腺 肝脏 、 旨 、 脑 中 Non- Se- GSH- Px 几 乎 占 所 有 GSH- Px AY 25% ~ 35% 。 在 睾丸 中 约 占 
90% ,因此 在 某 些 组 织 中 Non- Se- GSH - Px 对 减轻 脂 类 过 氧化 可 能 起 相当 大 的 作用 , 见 表 13- 7。 
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表 13-7 大 鼠 组 织 中 Non- Se- GSH- Px 含量 


Non-Se- GSH- Px 
(nmol/L: NADPH 氧化 /min*mg 和 蛋白质) 
if 0 0 
肝 143 + 11 35 
心 0 0 
Ai 0 0 
肾 66+11 31 
脑 12+2 26 
Shi 62+5 91 


13.3.5 ”其 他 过 和 氧化 物 酶 


13.3.5.1 细胞 色素 c 过 氧化 物 酶 

某 些 细菌 以 及 酵母 线粒体 的 内 膜 与 外 膜 间 ,存在 血红 素 为 辅 基 的 细胞 色素 过 氧化 物 酶 。 该 
酶 与 于 0, 可 生成 复合 物 。 后 者 可 使 还 原型 细胞 素 e 转变 为 氧化 型 。 

细胞 色素 过 氧化 物 酶 + H,0, 一 ~ 复合 物 

复合 物 + 2 CytC(Fe* ) 一 -~ 细胞 色素 c 过 氧化 物 酶 + Cyt c(Fe * ) +20H- 

已 知 细胞 色素 过 氧化 物 酶 的 最 大 吸收 峰 为 407nm 及 该 酶 与 于 0, 的 复合 物 最 大 吸收 峰 为 
419nm, 故 测定 复合 物 的 光 吸 收 就 可 高 度 准确 而 又 灵敏 地 确定 到 0, 产生 的 反应 率 。 这 种 方法 已 应 
用 于 原生 动物 及 实验 室 中 分 离线 粒 体 与 过 氧化 体 的 研究 。 

13.3.5.2 ”NADH 过 氧化 物 酶 与 氧化 酶 

某 些 细菌 如 干酪 乳 杆菌 SERRE A NADH 过 氧化 物 酶 ,后 者 能 利用 «HO, 氧化 NADH 成 为 
NAD* 。 产 气 荚 膜 梭 菌 是 一 种 厌 氧 菌 。 其 耐 氧 变种 亦 含 有 NADH 过 氧化 物 酶 。 

NADH 氧化 酶 的 作用 与 NADH 过 氧化 物 酶 虽 都 可 使 NADH 氧化 为 NAD* ,但 NAD 氧化 酶 尚 能 
同时 使 0, 还 原 为 水 ,而 NADH 过 氧化 物 酶 却 只 能 利用 HO, 作为 氧化 剂 ,使 NADH 氧化 为 NAD” 。 

NADH 过 氧化 物 酶 


H,0, +2NADH 2H,0 + 2NAD* 


NADH 氧化 酶 


O, + 4NADH 4NAD* +2H,0 

在 氧 的 存在 下 某 些 耐 氧 的 厌 氧 菌 有 合成 NADH 氧化 
酶 的 能 力 , 从 而 可 在 有 限 氧 气 中 生存 ,但 实际 上 尚 显 示 生 
长 受到 抑制 的 效应 。 这 是 因为 NADH 来 自 糖 醇 解 等 代谢 
途径 ,本 应 参与 生长 有 关 的 生化 反应 ,而 由 于 进入 NADH EC 
氧化 酶 或 过 氧化 物 酶 的 反应 , 遂 使 生物 受到 抑制 ,但 这 种 
抑制 效应 的 出 现 可 使 细菌 不 致 于 0, 中 毒 而 死亡 。 

13.3.5.3 “ 非 专 一 性 "过 氧化 物 酶 

在 植物 与 细菌 中 存在 以 血红 素 为 辅 基 ( 图 13 - 8) 的 BPN AQ, 
过 氧化 物 酶 ,其 底 物 多 无 专 一 性 。 人 工 合成 的 底 物 如 愈 mooct cl CHCH:COOR 
创 木 脂 醇 . 联 苯胺 与 邻 联 二 茄 香 胺 ,在 瑟 0, 的 存在 下 ,经 
“ 非 专 一 性 "过 氧化 物 酶 的 作用 可 转变 为 有 色 物 质 。 在 生 图 13- 8 辅 基 血 红 素 ( 高 铁 原 血路 啉 ) 
物体 内 ,该 酶 的 底 物 尚未 查 明 。 在 少数 动物 系统 中 也 有 这 种 酶 ,例如 牛乳 与 唾液 中 存在 的 乳 过 氧化 
物 酶 。 
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除了 乳 过 氧化 物 酶 外 ,还 有 以 下 的 " 非 专 一 性 "过 氧化 物 酶 。 


a 通过 氧化 物 酶 
该 酶 存在 于 吞 喉 细 胞 。 它 可 催化 HO, 4 Cl 反应 为 OCl 4 H,O 
H, 0, + Cl™ 多 村 OCI” + H,O 
OCl- + H,O, —>' 0, + H,0+ Cl” 

b 甲状 腺 过 氧化 物 酶 

该 酶 存在 于 甲状 腺 。 由 于 它 可 催化 工 为 工 ,使 后 者 可 连接 到 甲状 腺 素 分 子 上 , 它 与 甲状 腺 素 
的 生物 合成 有 密切 联系 。 

c 子宫 过 氧化 物 酶 


已 知 该 酶 含量 可 随 雌 激素 的 注射 量 增 加 而 增加 ,但 对 该 酶 的 功能 至 今 尚 不 清楚 。 
虽然 在 动物 的 某 些 组 织 中 存在 " 非 专 一 性 "过 氧化 物 酶 ,但 这 类 酶 并 未 广 Bree es 
EEDA Pt A A A PR A. TKR A AIK (aS A 
型 糖 类 。 和 
乙酸 等 底 物 都 可 在 冰 根 过 氧化 物 酶 催化 下 被 氧化 。 如 以 SH, 代表 底 物 , 则 酶 反应 式 如 下 所 示 : 
过 氧化 物 酶 + H,0, 一 ~ 化 合 物 工 (1) 


414 1 +SH, 一 ~SH +491 (2) 
化 合 物 I + SH. 一 ~SH + 过 氧化 物 酶 (3) 
SH’ + SH'——S + SH, (4) 


在 反应 (1) 中 ,了 区 0, MPRA Do FGETS EP Fe 
( 亚 ) , 另 一 个 电子 的 取 走 可 能 造成 酶 蛋白 具有 额外 的 氧化 能 力 。 所 生成 的 化 合 物 工 与 底 物 (SH: ) 反 
WAR SH 自由 基 与 化 合 物 工 ,然后 化 合 物 开 与 另 一 SH, 反应 生成 SH 自由 基 与 过 氧化 物 酶 。 这 表 
明 催 化 反应 (1) 中 生成 的 化 合 物 工 需要 通过 反应 (2) 与 (3) 的 单 电子 接受 反应 才能 恢复 原来 的 酶 。 
其 中 间 物 为 化 合 物 开 , 另 一 中 间 物 为 SHE 。 两 个 SH 可 化 合成 为 S 及 SHE 。 反 应 (4) 为 歧化 反应 。 
因为 SHE 有 时 可 使 0, BRA O; MO; 歧化 反应 产物 之 一 为 于 0;,。 由 此 可 见 , 仅 需 少量 HO, 就 可 
HARM. PLLA NADH 为 例 , 以 说 明 关 根 过 氧化 物 酶 的 催化 反应 机 理 。 
过 氧化 物 酶 + 也 0, 一 ~ 化 合 物 工 
KE | + NADH 一 ~ 化 合 物 I +NAD + H 
KE I + NADH 一 ~ 过 氧化 物 酶 + NAD’ + H” 
2NAD’ +20, 一 2NAD+ +20, 
(k, =1.9x 10°L*mol7'*s) 
20, +2H*—H,0, +1 
2NADH + 0, —>2NAD* 
这 种 反应 反映 出 过 氧化 物 酶 尚 具 有 和 氧化 酶 的 效能 ,因为 在 正常 反应 中 只 需要 供给 0, 与 SH 
就 可 以 发 生 反 应 ,但 有 些 SH 自由 基 如 NAD 可 类 似 氧化 酶 ,能 将 0, 直接 还 原 为 0, ,最 后 通过 歧化 
反应 将 0， 转 变 为 H,0, 与 0,。 
在 植物 细胞 中 葵 丙 氨 酸 衍生 的 酚 类 聚 化 而 成 木质 ,但 聚 化 过 程 中 靠 连接 在 细胞 壁 上 的 过 氧化 
物 酶 , 先 使 这 些 酚 类 氧化 成 为 酚 氧 自由 基 , 然 后 自由 基 中 间 物 才 聚 化 。 在 氧化 反应 中 所 需 的 H,0, 
是 结合 在 细胞 壁 上 的 苹果 酸 脱 氢 酶 产生 的 NADH 在 过 氧化 物 酶 作用 下 的 氧化 产物 。 此 外 ,植物 过 
氧化 物 酶 尚 作 用 于 植物 激素 时 | 唆 乙 酸 的 降解 ,从 而 参与 植物 生长 的 调节 。 
除了 上 述 实例 外 ,要 在 整体 实验 中 鉴别 植物 与 细菌 的 非 专 一 性 过 氧化 物 酶 的 底 物 以 及 评价 清 
除 HO, 的 意义 都 嫌 不 易 。 许 多 植物 根 荃 部 组 织 所 出 现 的 超 弱 化 学 发 光 可 能 来 自 过 氧化 物 酶 的 催 
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化 反应 。 例 如 虹 唆 乙酸 降解 产生 的 激发 态 叫 唆 乙酸 可 生成 dioxetane 中 间 物 ,然后 分 解 成 激发 态 痰 
基 化 合 物 。 当 后 者 转变 为 基态 时 就 发 出 光 ,或 者 激发 0, 成 为 0, 。 

在 实验 室 中 藻 根 过 氧化 物 酶 可 用 于 检测 HO, 的 产生 。 其 反应 底 物 为 7- 羟 - 6- 甲 氧 香 豆 素 。 
后 者 可 在 360nm 光波 激发 下 发 出 4530nm 的 荧光 ;但 经 辣 根 过 氧化 物 酶 作用 后 ,荧光 强度 随 着 HO, 
产生 量 而 相应 减少 , 故 根 据 荧 光 丧 失 量 可 推算 出 OH, 0, 产生 量 , 但 其 他 底 物 亦 可 与 7- 羟基 - 6- 甲 氧 
香 豆 素 竞争 ,从 而 造成 于 0; 的 测定 结果 偏 低 。 此 法 不 适合 于 叶绿体 中 的 HO, 产量 测定 ,因为 叶 绿 
体 含 有 大 量 抗坏血酸 ,而 后 者 恰好 可 被 过 氧化 物 酶 氧化 。 

13.3.5.4 和 氨 过 氧化 物 酶 与 省 过 氧化 物 酶 

从 烟 黑 霉 属 ( Caldariomyces fumago ) 中 分 离 出 的 氯 过 氧化 物 酶 ,在 HO, 5 eR FH Cl ,Br- 
M1 AEP, EA EIR THEA SRD F 

SH+X- +H,0O, +H —~SX + 2H,0 
KY wRAT 


但 是 存在 于 海产 生物 中 的 溴 过 氧化 物 酶 ,只 能 催化 Br 与 底 物 在 H,0, 的 作用 下 反应 成 为 省 化 
合 物 。 

13.3.5.5 ”抗坏血酸 过 氧化 物 酶 

从 眼 虫 属 中 可 纯化 出 抗坏血酸 过 氧化 物 酶 。 它 可 催化 抗坏血酸 与 H,0, 反应 生成 脱氧 抗 坏 血 
酸 与 于 0, 此 反应 可 被 CN 与 六 - 抑制。 植物 中 常 含 有 较 高 量 的 抗坏血酸 ,可 能 与 清除 HO, AX. 


13.3.6 过 氧化 氢 酶 与 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 的 协同 作用 


动物 体内 各 种 组 织 细胞 清除 活性 氧 的 方式 不 一 定 完全 相同 ,如 清除 HO, 虽 主 要 靠 过 氧化 氢 
酶 ,但 少量 10, 也 可 被 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 催化 分 解 。 在 脑 与 精 虫 中 几乎 不 含有 过 氧化 氢 酶 ,但 
由 于 含有 较 多 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 ,本 0, 仍 可 及 时 被 清除 。 在 有 些 动物 组 织 例如 肝脏 中 ,这 两 
种 酶 在 细胞 内 的 分 布 是 不 一 样 的 。 过 氧化 氢 酶 存在 于 过 氧化 体 ,而 谷 胱 甘 肽 存在 于 胞 浆 与 线粒体 
的 基质 ,但 对 于 清除 整个 细胞 的 HL O, ,这 两 种 酶 显示 很 好 的 协同 作用 。 

在 过 氧化 体 中 羟基 乙酸 氧化 酶 与 尿酸 氧化 酶 等 催化 反应 产生 的 HO, 可 及 时 被 过 氧化 氢 酶 清 
BR. TERRIA HO, 主要 来 自 SOD 催化 0， 歧化 反应 ,其 大 部 分 可 被 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 催化 分 
解 ,剩余 HO, 可 透 过 线粒体 膜 进入 胞 浆 ,继续 被 胞 浆 中 酶 催化 清除 ,然后 可 渗 人 到 过 氧化 体 ,在 过 
氧化 氢 酶 下 分 解 为 HO 与 0, , 详 见 图 13 - 9。 


图 13- 9 线粒体 与 过 氧化 体 中 卫 0 的 清除 (GSH - Px, 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 ; Cat, it UHL 
在 红细胞 中 虽 有 过 氧化 氢 酶 ,但 清除 低 量 H 0, 的 效能 不 及 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 。 红 细胞 经 稼 
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产生 的 低 量 HO, 实际 上 被 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 催化 分 解 。 有 些 病 人 患 先天 性 过 氧化 氢 酶 缺乏 证 ， 
但 并 不 影响 生命 ,主要 是 由 于 了 瑟 0, 可 被 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 清除 ,另外 还 靠 抗 氧化 体系 的 作用 。 
如 果 在 特殊 情况 下 于 0, 产量 增高 超过 体内 清除 HLO, 的 能 力 , 则 先天 性 过 氧化 物 酶 缺乏 症 病人 可 
能 发 生 严重 的 临床 症状 。 
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14 参与 细胞 跨 膜 信号 转 导 的 酶 


细胞 信号 转 导 是 细胞 赖 以 生存 的 基本 特性 和 能 力 。 单 细胞 生物 在 受到 各 种 外 界 物理 或 化 学 信 
号 作用 时 ,需要 作出 相应 的 反应 以 利于 生存 ;多 细胞 生物 的 存活 更 有 赖 于 细胞 间 的 信号 交流 与 协 
调 。 外 界 信号 首先 刺激 细胞 质 膜 ,再 通过 跨 膜 的 信号 转 导 系 统 使 细胞 产生 各 种 反应 。 细 胞 的 信和 号 
转 导 包括 信号 分 子 的 接受 、 信 号 的 放大 和 效应 的 产生 三 个 过 程 。 大 多 数 化 学 信号 分 子 (第 一 信使 ) 
都 通过 与 质 膜 上 专 一 性 受 体 的 结合 而 得 以 识别 。 受 体能 区 分 不 同 的 外 界 刺 激 ,并 激活 位 于 胞 膜 或 
胞 内 的 特定 信号 分 子 ,产生 第 二 信使 ,后 者 通过 细胞 内 的 一 系列 信号 分 子 组 成 的 级 联 反应 ,可 使 信 
号 分 子 的 作用 逐 级 放大 ,使 胞 外 信号 分 子 微 量 的 变化 就 可 以 引起 明显 的 生物 效应 。 最 后 作用 于 其 
划 分 子 ,产生 基因 表达 \ 酶 活力 、 蛋 白 活性 和 膜 通 透 性 等 方面 的 改变 ,从 而 产生 各 种 生理 或 病理 效 
应 。 有 的 化 学 物质 如 当 体 激素 、 维 生 素 A,D, 和 一 些 其 他 的 脂 溶性 化 合 物 可 透 过 细胞 膜 而 直接 进入 
- 胞 浆 ,与 胞 浆 受 体 结合 后 进入 细胞 核 ; 也 有 些 化 合 物 如 甲状 腺 素 和 维 甲 酸 受 体 主 要 在 细胞 核 内 , 结 
合 配 体 后 即 可 直接 调节 基因 的 活化 。 与 胞 浆 或 胞 核 受 体 有 关 的 内 容 因 不 属于 信和 号 的 跨 膜 转 导 ,这 
些 受 体 一 般 都 不 是 酶 , 故 不 在 本 章 讨 论 。 

绝 大 部 分 参与 细胞 跨 膜 信号 转 导 系统 的 信号 分 子 都 是 酶 ,如 核 苷 酸 环 化 酶 、 磷 脂 酶 和 蛋白 激酶 
等 。 有 些 参与 信号 转 导 的 蛋白 质 ,即使 没有 以 “ 酶 "来 命名 ,实际 上 也 是 有 催化 活力 的 酶 ,如 胰岛 素 
和 生长 因子 受 体 是 一 类 受 体型 酷 氨 酸 蛋 白 激 酶 ,如 G 蛋白 具有 CIP 水 解 酶 的 活力 ,而 参与 生长 因 
子 信号 转 导 的 Raf, MEK 和 ERK 等 信号 分 子 都 是 蛋白 激酶 。 这 些 酶 都 有 一 个 共同 的 特点 , 即 含有 一 
个 和 上 游 分 子 结合 而 受 上 游 分 子 调节 的 结构 域 或 模 体 ,以 及 一 个 使 下 游 分 子 发 生 水 解 、 磷 酸化 或 其 
他 变化 的 催化 域 。 细 胞 跨 膜 信号 转 导 是 酶 的 细胞 生物 学 中 的 重要 内 容 , 也 是 当今 细胞 生物 学 和 分 
子 生 物 学 的 共同 前 沿 。 本 章 主要 介绍 组 成 细胞 跨 膜 信号 转 导 系 统 的 几 类 酶 ,它们 有 些 直接 参与 信 
号 级 联 反应 (信号 流 ) 的 逐 级 放大 ,如 一 些 蛋白 激酶 ,也 有 些 和 产生 外 界 信号 的 第 二 信使 有 关 , 如 一 
些 核 苷 酸 环 化 酶 和 磁 脂 酶 。 


14.1 参与 细胞 跨 膜 信号 转 导 的 受 体 


受 体 是 细胞 的 一 种 生物 大 分 子 , 它 能 专 一 性 地 识别 细胞 外 界 的 化 学 信号 分 子 ,根据 其 存在 位 置 
的 不 同 ,主要 分 两 种 ,位 于 细胞 膜 上 的 称 为 膜 受 体 , 位 于 细胞 质 、 核 质 等 胞 内 亚 细 胞 器 的 称 为 胞 内 受 
体 。 

膜 受 体 一 般 有 三 个 结构 域 , 即 胞 外 域 ( 也 即 配 体 结合 域 ) . 跨 膜 域 和 胞 内 域 。 根 据 其 不 同 的 结构 
和 功能 , 膜 受 体 可 分 成 四 类 ,这 里 只 作 一 简单 介绍 。 


14.1.1 6G 蛋白 偶 联 受 体 


大 多 数 这 类 受 体 有 一 个 共同 的 结构 特征 , 即 都 有 由 o 螺旋 形成 的 七 次 跨 膜 结 构 。 这 类 受 体 骨 
入 膜 内 ,在 膜 内 侧 有 G 蛋白 识别 序列 ,活化 受 体 可 以 与 G 蛋白 偶 联 。 当 配 体 与 受 体 结合 后 ,通过 C 
蛋白 与 一 些 效应 酶 偶 联 ,如 : 腺 苷 酸 环 化 酶 磷脂 酶 C 和 磷脂 酰 肌 醇 - 3 -激酶 等 ,产生 第 二 信使 ,或 
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者 激活 的 受 体 通过 G 蛋白 直接 调控 离子 通道 ,如 曹 毒 、 碱 受 体 、 某 些 肾上腺 素 能 受 体 等 。 
14.1.2 酪 氨 酸 蛋白 激酶 相关 受 体 


这 类 受 体 有 三 种 形式 。 

(1) 受 体 的 胞 内 结构 域 本 身 有 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 (TPK) 活 性 。 结 合 配 体 后 , 受 体 的 胞 内 域 可 以 发 
生 自身 磷酸 化 ,从 而 召集 胞 浆 中 的 多 种 酶 到 自身 磷酸 化 的 部 位 ,使 它们 接受 底 物 和 产生 第 二 信使 ， 
或 直接 启动 蛋白 激酶 级 联系 统 。 大 多 数 生长 因子 的 受 体 属于 这 一 类 ,它们 的 TPK 结构 域 称 为 受 体 
型 TPK。 

(2) 受 体 本 身 没 有 TPK 活性 ,但 是 直接 和 胞 液 中 非 受 体型 PK 偶 联 , 胞 外 配 体 的 结合 导致 受 体 
的 聚合 ,从 而 与 胞 液 中 的 TPK 作用 ,并 激活 其 活性 。 很 多 细胞 因子 如 红细胞 生成 素 (EPO) 和 干扰 素 
CINF) 的 受 体 属于 这 种 类 型 。 

(3) 受 体 肽 链 (或 一 个 亚 基 ) 无 TPK 活性 ,也 不 直接 和 胞 液 中 的 非 受 体型 TPK 偶 联 ,而 是 和 另 一 
肽 链 (或 另 一 亚 基 ) 形 成 异 二 聚 体 受 体 ,通过 另 一 肽 链 再 和 胞 液 中 的 非 受 体型 TPK 互相 作用 而 转 导 
配 体 的 信息 。 如 白细胞 介 素 OCIL— 6) 受 体 肽 链 与 9p130 ARETE MAR FRA, 而 gp130 再 和 胞 液 中 的 
一 种 非 受 体型 TPK 偶 联 , 这 种 起 信息 转 导 作用 的 肽 链 往往 是 几 种 同类 受 体 的 共用 链 , 且 不 止 gp 130 
一 种 。 受 体 不 同 肽 链 ( 亚 基 ) 聚 合 时 可 使 结合 在 肽 链 上 的 蛋白 激酶 互相 人 靠 扰 ,并 相互 发 生 栈 氨 酸 磷 
酸化 ,再 将 信号 传递 至 下 一 信号 分 子 。 不 少 白介素 (如 丐 -2) 的 信号 通过 的 JAK- STAT 通路 就 是 这 
样 转 导 的 。 


14.1.3 其 他 有 酶 活力 的 受 体 


根据 酶 性 质 的 不 同 ,主要 可 分 成 三 种 亚 类 。 

(1) 受 体 的 胞 内 域 有 乌 苷 酸 环 化 酶 活力 ,如 心房 利 钠 肽 ( 心 钠 素 ) 受 体 。 

(2) 受 体 的 胞 内 域 有 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 活力 ,如 转化 生长 因子 - 8B(TCF - B) 受 体 。 
(3) 受 体 的 胞 内 域 有 蛋白 酷 氨 酸 磷酸 酶 (PITP) 活 性 ,如 白细胞 的 CD45。 


14.1.4 尚未 确定 有 酶 活力 的 受 体 一 一 离子 通道 受 体 


这 类 受 体 由 多 个 蛋白 质 亚 基 聚 合 组 成 一 个 膜 孔 ,， 即 离子 通道 。 当 受 体 与 配 体 结 合 时 ,导致 受 
体 构 象 的 变化 ,使 离子 通道 开放 , 允许 离子 跨 膜 流动 ,形成 膜 电 位 的 变化 , 称 为 配 体 门 控 通 道 (li- 
gand-gated channel) ,如 乙酰 胆 碱 的 曹 毒 碱 受 体 。 当 细胞 膜 电位 发 生 改 变 时 ,有 些 离子 通道 也 可 以 开 
放 , 这 种 离子 通道 , 称 电压 门 控 通 道 (Voltate-gated channel) 。 


14.2 G 蛋白 家 族 


G 蛋白 , 即 乌 苷 三 磷酸 结合 蛋白 (guanosine triphosphate binding protein) ,是 一 类 蛋白质 家 族 , 包 含 
大 量 结构 和 功能 极为 相似 的 成 员 ,在 细胞 信号 转 导 过 程 中 起 着 偶 联 膜 受 体 和 效应 器 的 中 介 作 用 。 
它 与 CIP 结合 状态 为 活化 状态 ,与 CDP 结合 状态 为 非 活性 状态 。 由 于 其 大 小 和 结构 不 同 ,通常 分 
MAKE: 一 是 异 三 聚 体 CEA, HMR C 蛋白 ,由 ap Ry 三 类 亚 基 组 成 ; 另 一 类 是 单 链 小 分 子 GC 
SA ,通常 称 为 小 G 蛋白 。 


14.2.1 F=ERRGEA 


14.2.1.1 异 三 聚 体 G 蛋白 的 分 类 

异 三 聚 体 G 蛋白 的 w\8、y 三 类 亚 基 , 分 别 又 有 多 种 形式 。 目 前 发 现 的 c WIA 20 余 种 ,分 子 
量 约 (39 ~ 46) x 10 ,8 亚 基 有 6 种 ,分 子 量 约 37 x 10°, y 亚 基 则 有 12 种 ,分 子 量 约 8 x 10。 因 此 ， 
由 它们 组 成 的 ,8,y 三 聚 体 G 蛋白 可 有 上 千 种 ,这 些 数 量 众多 的 G 蛋白 可 归纳 为 四 大 类 。 
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© G.。 能 活化 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC)。 

@O G, 系列。 包括 C,,Gu ,Gu 和 Gu ,能 活化 磷脂 酰 肌 醇 专 一 性 磷脂 酶 C6(PI- PLC). 

@ Gi,G. AG, 系列 。G; 能 抑制 AC、 电 压 门 控 Ca 通道 和 PI- PLC ,活化 K+* 离子 通道 和 Na+ 通 
道 等 ,G。 能 抑制 神经 元 Ca’* 通道 ,G, 能 活化 cGMP 磷酸 二 酯 酶 。 这 些 G 蛋白 常 能 产生 C, KC, 相 
反 的 生物 学 效应 , 故 将 它们 合并 成 一 类 。 

® Gb 和 Go 系列 。 功 能 还 不 清楚 ,可 能 与 活化 小 G 蛋 白 Rho,JNK(c- Jun N -末端 激酶 )Na*/ 
K* 交换 系统 和 活化 立 早 基因 转录 等 有 关 。 

14.2.1.2 异 三 聚 体 G 有 蛋白 的 结构 

A ak. 

G, 在 合成 后 加 工 过 程 中 ,其 N SA HY A FER (1 De) WE OY EE HE a A 
膜 的 脂 双 层 中 。G。 有 二 个 结构 域 :CTP 结合 域 和 催化 域 。GTP 结合 域 是 独特 的 螺旋 结构 域 , 它 把 
CTP 包 埋 在 整个 蛋白 质 的 中 心 。 催 化 域 有 CTP 水 解 酶 (GTPase) 活 性 ,与 其 他 CTP 酶 超 家 族 成 员 ,如 
小 G 蛋白 和 和 蛋白 质 合 成 中 的 延长 因子 等 有 相似 的 结构 。 

B By LR 

8 亚 基 有 7 个 8 片 层 结构 ,其 中 一 个 组 氨 酸 可 以 被 磷酸 化 ,并 且 磷 酸 基 团 通常 来 自 CTP 而 不 是 
ATP, 其 功能 还 不 清楚 。y 亚 基 有 一 个 N 端 无 规则 卷曲 ,其 中 半 胱 氨 酸 可 以 发 生 法 呢 基 化 (famesyla- 
tion) , five ERA Ml, 亚 基 与 y 亚 基 紧密 结合 形成 一 个 功能 单位 ,只 有 在 变性 时 才能 分 开 。 

14.2.1.3 作用 模式 、 活 化 机 制 和 功能 

A 作用 模式 

由 于 CG 蛋白 三 类 亚 基 都 有 很 多 种 亚 型 ,使 得 G 蛋白 有 很 大 的 多 样 性 ,有 利于 与 多 种 受 体 和 多 
种 效应 分 子 起 作用 ,形成 复杂 的 信号 通路 。 受 体 、G 蛋白 及 效应 分 子 相 互 作 用 时 可 有 不 同 的 模式 
(图 14-1)。 

(1) “H—R—G—E 
El 


A G1l—E1l 
(2) H-R—-G (4) H-R< 
* G2—E2 
HI 一 Rl 一 Gl 
‘\ Ga—E1 
(3) E (5) H-R< 
Gpy—E2 
H2—R2—G2 


图 14-1 受 体 - G 蛋白 -效应 分 子 的 作用 模式 
H 一 信号 分 子 ;R 一 G 蛋 白 偶 联 受 体 ;G 一 G BA; 
ap,7 一 G 和 蛋白 的 亚 基 ;E- 效应 分 子 

(1) 一 个 配 体 - 受 体 复合 物 (H 一 R) 和 一 个 G 和 蛋白 作用 ,再 和 下 游 的 一 个 效应 分 子 作 用 ; 

(2) 一 个 H—R 和 一 个 G 作用 ,再 和 两 个 下 作用 ; 

(3) 两 个 H—R 和 两 个 C, 再 和 一 个 下 作 用 ; 

(4) 一 个 H—R 和 两 个 G, 再 分 别 和 两 个 卫 作用; 

(5) 一 个 HR 分别 和 G 蛋白 中 的 Ge 和 Gpy 作用 ,后 两 者 再 分 别 和 两 个 上 上 作用 

B Ga 的 活化 入 功能 

在 基础 状态 时 ,G 蛋白 的 c ,8,y 三 个 亚 基 以 异 三 聚 体形 式 存在 ,并 有 GDP 结合 于 a 亚 基 , 呈 
非 活 化 状态 。 当 有 七 次 跨 膜 结 构 的 G 蛋白 偶 联 受 体 与 配 体 结合 后 ,导致 受 体 w 螺旋 的 变 构 ,影响 
了 胞 内 域 的 构象 变化 ,暴露 出 G 蛋白 的 结合 位 点 。G 蛋白 与 活化 受 体 结合 后 ,也 发 生 构象 改变 ,使 
a 和 py WHEE a 亚 基 释放 CDP 而 结合 GTP, 从 而 激活 CBA. AFC 蛋白 构象 的 改变 ,使 
其 与 配 体 - 受 体 复合 物 分 离 。G 蛋白 的 a 亚 基 再 与 效应 分 子 ( 腺 苷 酸 环 化 酶 .PI- PLC 等 ) 结 合 ， 
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BMAF BIG. a 亚 基 发 挥 CTP 酶 的 作用 ,使 GTP 水 解 成 CDP 和 站 , 变 成 非 活化 状态 ,从 而 与 By 


亚 基 重新 结合 。 

活化 的 Ga 可 以 调节 很 多 效应 酶 ,如 :Ga 可 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 ;Gia 则 抑制 腺 苷 酸 环 化 酶 ;Ga 
活化 光 受 体 cGMP 磷酸 二 酯 酶 ;Gua 活化 PE- PLCB 等 。 一 些 Ga 亚 基 还 能 调节 Na* /H* 交换 等 。 

GTP/GDP 的 转化 是 G 蛋白 活性 调节 的 关键 。 因 此 ,体外 研究 时 常用 一 些 抗 水 解 的 CTP 类 似 
物 , 如 GTP 中 y 磷酸 基 团 连 接 的 氧 键 换 成 硫 键 的 GTPy[S] 等 ,可 使 G 蛋白 持续 激活 。 一 些 细菌 毒 
素 能 作用 于 G 蛋白 ,如 霍乱 毒素 (CTX) 和 百日咳 毒素 (PIX) ,是 一 类 引起 ADP -核糖 基 化 (ADP 
ribosylation) 作 用 的 酶 ,Gu 亚 基 是 这 种 酶 的 适宜 底 物 。 霍 乱 毒素 可 以 使 Ca 发 生 ADP -核糖 基 化 ,从 
而 抑制 其 CTP 酶 的 活性 ,延长 CTP 的 作用 ,使 G. 蛋白 持续 活化 。 百 日 咳 毒素 则 可 以 使 Ci ,G。,G, 的 
a 亚 基 发 生 ADP -核糖 基 化 ,从 而 抑制 CTP 与 a 亚 基 的 结合 ,使 C,,C, 和 G, 处 于 无 活性 状态 。 但 
GC, 系列 的 a 亚 基 对 百日咳 毒素 不 敏感 。 

C GB7y 的 活化 及 功能 

近年 的 研究 表明 , By 亚 基 不 只 是 起 到 辅助 和 调节 a 亚 基 使 Co 亚 基 与 膜 的 结合 更 为 牢固 的 功 
能 ,也 能 与 效应 酶 作用 ,如 能 直接 调节 PIL- PLC 的 8 ,8 FB, 亚 型 ,和 腺 苷 酸 环 化 酶 ;直接 或 间接 
活化 离子 通道 :活化 磷脂 酰 肌 醇 -3 激酶 (PIL- 3K)、 丝 裂 源 激 活 的 蛋白 激酶 (MAPK) 等 ,以 及 与 Rho， 
Rac, Arf 等 小 分 子 G 蛋白 发 生 作 用 。 


14.2.2 小 分 子 G 蛋白 


小 分 子 G 蛋白 为 单 链 结构 ;分 子 量 一 般 为 (20 ~ 30) x 10 ,与 异 三 聚 体 G 蛋白 一 样 具 有 GTP 结 
合 活化 ,GDP 结合 失 活 的 特征 和 -GTP 酶 的 活力 。 小 G 蛋白 超 家 族 的 成 员 ,至少 有 50 多 种 ,由 于 它 
们 与 分 子 量 为 21 x 10 的 Ra 蛋白 有 较 大 的 同 源 性 ,也 称 它们 为 p21Ras 超 家 族 。 根 据 同 源 性 的 程 
度 , 又 分 为 6 个 亚 家 族 , 即 Ras, Rho, Arf,Sar,Ran,Rab, 它 们 参与 多 种 细胞 的 信号 转 导 过 程 。 这 里 只 
介绍 主要 的 Ras,Rho 和 Arf 三 种 家 族 。 

14.2.2.1 Ras 家 族 

Ras 家 族 成 员 很 多 ,包括 三 种 Ras 蛋白 (H- Ras,N- Ras #i] K — Ras) ,四 种 Rap 蛋白 (Rap - la, 
lb,2a,2b) ,二 种 Ral 蛋白 (Ral A 和 Ral B) 和 二 种 R- Ras 样 蛋白 (R- Ras 和 TC21)。 最 近 又 发 现 了 
Rhe b 这 种 新 的 Ras 家 族 成 员 。 这 些 家 族 成 员 的 最 重要 的 特征 是 它们 有 相似 的 效应 结构 域 (effector 
domain) ,也 称 开 关 工区 (switch one region) ,这 个 区 域 的 Tyr35 和 CTP 的 y -磷酸 基 团 结合 时 产生 构象 
变化 。 此 外 ,还 存在 着 另 一 个 Ras - GDP 和 Ras - GTP 两 种 结合 状态 时 构象 差别 很 大 的 区 域 (60 ~ 72 
位 ) , 称 为 开关 下 区 (switch two region) ,该 区 一 个 保守 的 Gly60 也 能 与 GTP 的 y 磷酸 基 团 作用 。 

H- Ras,K- Ras 和 N- Ras 在 第 12 和 61 位 的 氨基 酸 有 所 区 别 ( 如 12 位 在 再 - Ras 为 Arg,N- 
Ras 为 Gly,K- Ras 为 Cly,Ser,Cys 或 Val, 第 61 位 除 N- Ras 为 Arg 或 Lys 外 ,其 他 均 为 Cln) ,然而 未 
发 现 有 功能 上 的 差别 。 它 们 最 早 是 在 人 的 某 些 肿瘤 Ras 基因 突变 的 情况 下 被 发 现 的 。 这 些 突变 导 
致 Ras 蛋白 的 持续 激活 ,从 而 引发 人 们 对 Ras 的 信号 机 制 的 研究 。 随 后 发 现 ,信号 从 细胞 膜 受 体 栈 
氨 酸 蛋白 激酶 (TPK);, 经 Ras 蛋白 介 导 到 Raf 1, 然后 进入 丝 裂 原 激活 蛋白 激酶 (MAPK) 的 信和 号 转 导 
系统 (图 14- 2)。 

对 Ras 的 活化 起 直接 调控 作用 的 蛋白 主要 有 两 种 :GTP 酶 激活 蛋白 (GAP) 和 鸟 苷 酸 释 放 和 蛋白 
(GNRP) 。 前 者 可 以 用 Ras - GTP 结合 并 激活 其 CTP 酶 活性 ,促使 活性 的 Ras - GTP 转变 成 无 活性 的 
Ras - GDP; GNRP 则 使 Ras - GDP 释放 GDP, 以 利于 和 GTP 结合 而 活化 Ras。 从 受 体 活化 到 Ras - GTP 
增多 的 过 程 中 ,需要 一 些 衔接 蛋白 (adaptor) 起 中 介 作 用 ,如 :生长 因子 受 体 结合 蛋白 2(Gr2) 和 Sos 
蛋白 (son of sevenless & A ,为 动物 中 由 类 果 蝇 基因 Sos 编码 的 蛋白 质 )。Grm2 含有 二 个 Sre 同 源 结 
构 域 - 3(Sre homology - 3,SH3) 和 一 个 Sre 同 源 结构 域 - 2(Sre homology - 2,SH2 ) ,二 个 SH3 结构 域 组 
成 一 个 结合 Sos 蛋白 结合 区 ,可 以 结合 Sos 蛋白 上 的 富 含 睛 氨 酸 的 区 域 ,而 SH2 结构 域 则 可 以 与 受 
体 的 酷 氨 酸 自 身 磷酸 化 部 位 结合 ( 见 图 14 -3)。 当 生长 因子 受 体 激活 后 ,Grb2/Sos 复合 物 可 以 同 这 
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些 受 体 TPK 所 催化 的 自身 磷酸 化 部 位 结合 ,形成 受 体 - Grb2 - Sos 复合 物 ,导致 Ras - CIP 的 升 高 。 
此 外 , 磷 酯 酰 肌 专 一 性 磷脂 酶 C- y(PI- PLCy) 磷脂 酰 肌 醇 - 3 激酶 (PIL- 3K) 和 一 种 称 为 Syp 的 栈 
氨 酸 蛋白 磷酸 脂 酶 (PIP, ) 也 能 通过 各 自 的 SH2 结构 域 与 受 体 与 酷 氨 酸 自身 磷酸 化 位 点 结合 。 和 
Grb2 同 源 的 其 它 衔接 蛋白 还 有 :Ash,Nck,Shec 等 ,它们 都 属于 线虫 Sem5 基因 的 同 源 产物 。 与 Sos 同 
源 的 则 有 Cde25 蛋白 等 ,有 Sos 类 似 的 功能 。 


细胞 外 生长 因子 的 刺激 


生长 因子 受 体 


pres 
| 
| 


GTP Ras .GDP Pi 
Grb2/Sos 
GDP 


Ras.GTP 


Raf-1, 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 


MAPKK, 丝氨酸 / 苏 氨 酸 / 酷 氨 酸 蛋白 激酶 


MAPK, 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 


图 14-2 Ras 介 导 的 信号 转 导 途径 模式 图 
Gu 一 生长 因子 受 体 结合 蛋白 ;Sos 一 见 正 文 介绍 ; GNRP 一 鸟 苷 酸 释放 蛋白 ;CAP 一 CTP 酶 激活 蛋白 


PLCy Pi-3K Grb2/Sos 


图 14-3 衔接 蛋白 和 一 些 酶 通过 SH 结构 域 和 生长 因子 受 体 自身 磷酸 化 部 位 的 结合 
PLC7y 一 磷脂 酶 C- >;PI- 3K 一 磷脂 酰 肌 醇 - 3 激酶 ;Syp 一 一 种 酷 氨 酸 蛋 白 磷 酸 酯 酶 (PITP2) ; 
Gm/Sos 一 同 图 14- 2 说 明 ;@ 一 自身 磷酸 化 位 点 


14.2.2.2 Rho 家 族 


4. 
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在 小 G 和 蛋白 超 家 族 成 员 中 , Rho 是 最 早 被 发 现 的 一 种 Ras 同 源 蛋 白 ,因而 得 名 Rho(Ras 
homologue) 。 哺 乳 动 物 细胞 来 源 的 Rho 家 族 包 含 三 种 Rho 亚 型 (Rho A,B,C) ,两 种 Rac 亚 型 (Racl、 
2) 和 Cdc42( 一 种 乌 苷 酸 交 换 因 子 ) Rho G\TC10 各 一 种 。 各 亚 型 之 间 有 80% ~ 90% 序 列 相 同 ,其 中 
Rho G 和 TC10 与 其 他 成 员 差 别 较 大 。Rho B 和 Rho C 研究 得 还 不 够 清楚 ,Rho B 可 能 是 很 多 生长 因 
子 如 表皮 生长 因子 (EGF) 和 血小板 源 生 长 因子 (PDGF) 等 诱导 的 立 早 基 因 产 物 。Rho A 研究 得 最 清 
楚 , 它 分 布 广泛 ,在 维持 细胞 形态 、 细 胞 粘连 、 细 胞 迁移 \ 有 丝 分 裂 、 细 胞 生长 和 调 亡 等 方面 都 起 作 
用 。 

Rho 的 活化 可 能 受 多 种 上 游 信号 的 调节 。Gu 蛋白 可 以 激活 Rho 专 一 的 鸟 苷 酸 交 换 因 子 GEF 
使 Rho - GDP 变 成 Rho- GTP 转 而 活化 Rho。 在 酵母 中 , Ras 等 一 些小 CG 蛋白 可 以 直接 激活 Cdc42， 
调节 Rho 的 另 一 种 机 制 是 Rho 鸟 苷 酸 解 离 抑制 因 子 (RhoCDI) ,可 以 与 Rho, Rac, Cde42(Hs 亚 型 ) 等 
以 1:1 结 合 。RhoGDI 是 Rho 的 一 种 负 控 调节 物 ,使 Rho 稳定 于 GDP 结合 的 非 活性 型 ,以 及 阻止 Rho 
与 膜 结 合 。 因 此 ,有 人 推测 ,在 静 息 细胞 中 ,Rho 以 RhoGDI 复合 物 形式 而 存在 ,在 活化 过 程 中 首先 
释放 CDI. 

目前 发 现 Rho 的 靶 分 子 主 要 有 二 类 :一 是 新 蛋白 激酶 (protein kinase novel，PKN) 和 p160 ROCK, 
另 一 类 是 无 激酶 活性 的 mhophilin mhotekin ,而 另外 一 些 分 子 则 可 能 受到 Rho 的 间接 调控 ,如 磷脂 酰 
肌 醇 - 5 -激酶 和 3 -激酶 (PT- 5SK 和 PI- 3K) 和 磷脂 酶 D( PLD). 

14.2.2.3 Arf 家 族 

Arf 是 ADP -核糖 基 化 因子 的 简称 。 最 早 在 埠 乱 毒素 使 C. KR ADP 核糖 基 化 的 过 程 中 作为 必 
需 的 一 个 辅 因 子 被 发 现 ,因而 命名 为 ADP -核糖 基 化 因子 。 随 后 发 现 , 它 与 其 他 单 亚 基 的 小 分 子 G 
蛋白 或 异 三 聚 体 G 蛋白 在 结构 上 有 同 源 性 ,而且 都 能 与 乌 苷 酸 结合 ,因而 被 归纳 为 小 分 子 CEA. 

Arf 最 早 在 质 膜 中 得 到 纯化 ,后 来 发 现 它 更 多 存在 于 胞 浆 中 。 目 前 发 现 的 Adf 至 少 有 6 种 ,分 
别称 为 Arfl ~ 6。Arf 在 所 有 的 真 核 生 物 中 都 存在 , 它 的 基因 也 存在 于 原核 生物 中 。 

Arf 本 身 的 GTP 酶 活性 很 低 ,需要 CTP 酶 激活 蛋白 (GAP) 来 增强 其 GTP ARATE. ASD, Arf 的 活 
化 也 需要 GDP 的 解 离 和 GCTP 的 结合 。 一 种 乌 苷 酸 交 换 因 子 (GEF) 可 调节 GDP 的 解 离 过 程 。 很 多 
磷脂 ,如 磷脂 酰 肌 醇 (PD) 磷脂 酸 (PA) 磷脂 酰 肌 醇 - 4 -磷酸 (PI-4- P)、 磷 脂 酰 肌 醇 -4,5 -二 磷酸 
(PI-4;5- 也 ) 等 都 能 加 快 CDP 从 Arf 上 解 离 出 来 BETS HRN Af. Ain, CITP 结 合 Arf 
时 ,同样 需要 一 些 磷 脂 和 一 些 去 垢 剂 ,如 : 双 豆 翘 本 磷脂 酰 胆 碱 \ 双 豆 薄 酰 磷脂 酰 乙 醇 胺 等 。 这 些 磷 
脂 可 以 使 得 Arfl 稳定 于 活化 形式 。 

Arf 在 泡 膜 运输 过 程 中 起 作用 ,尤其 在 高 尔 基 体 膜 上 非 网 格 蛋白 (non-clathrin) 被 膜 (coat) 的 装配 
过 程 中 起 重要 作用 。 近 年 来 发 现 ,Ar 可 以 调节 磷脂 酶 D(PLD) 的 活性 ,通过 PLD 活性 的 变化 影响 
磷脂 酸 (PA) 和 甘油 二 酯 (DAG) 的 产生 ,从 而 调节 细胞 信号 过 程 。 至 于 它 在 细胞 信号 转 导 过 程 中 的 
其 他 作用 ,目前 还 不 清楚 。 


14.3 核 苷 酸 环 化 酶 


这 是 一 类 合成 第 二 信使 一 一 环 核 苷 酸 的 膜 结合 酶 ,有 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) 和 鸟 苷 酸 环 化 酶 (GC) 
两 类 。AC 和 蜡 三 聚 体 G 蛋白 相 偶 联 , 而 CC 本 身 就 是 一 种 膜 受 体 。 


14.3.1 ARERR 


AC 催化 ATP 4 AX 3” ,5 7- 环 腺 苷 一 磷酸 ,简称 cAMP, 另 一 产物 是 焦 磷酸 PPi。 已 发 现 哺乳 动物 
的 AC 有 10 型 ,其 中 工 ~ 出 型 已 被 克隆 并 已 知 其 染色 体 定位 ,它们 的 分 布 有 组 织 特异 性 , 工 型 和 人 
型 主要 存在 于 神经 细胞 ,特别 是 海马 区 的 锥 体 细胞 和 颗粒 细胞 。 开 型 除 脑 中 表达 较 多 外 ,还 分 布 于 
肺 及 嗅觉 上皮 , 亚 型 主要 存在 于 嗅觉 上 皮 ,在 脑 、 肺 、 肾 也 有 少量 ,W 、V 人、 下 型 则 广泛 分 布 于 脑 、 
心 ` 骨 \ 肝 和 浊 丸 中 ( 举 丸 中 无 型 )。 即 使 同时 存在 于 脑 中 的 各 型 ,其 在 脑 内 的 分 布 也 不 相同 。 如 
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开 型 和 下 型 在 结构 上 比较 相似 , 开 型 主要 存在 于 小 脑海 马 ,在 新 皮质 和 黑 质 有 中 度 表 达 ; 而 亚 型 几 
乎 集中 在 小 脑 颗 粒 层 。 

14.3.1.1 ARRAY AH 

AC 是 一 个 结构 十 分 特殊 的 跨 膜 蛋 白 ,含有 1064 (He RV BY) E1248 (K AV BE) 7 ERE, 
在 构象 上 类 似 多 次 跨 膜 的 离子 通道 蛋白 。N 端 在 胞 内 ,接着 是 6 次 跨 膜 结构 (第 一 组 跨 膜 域 M1) RR 
后 是 第 1 个 胞 内 结构 域 C1 ,又 分 成 Cla 和 Clb. Cla 在 各 型 AC 中 有 55% ~ 93 狗 的 同 源 性 ,再 向 C 
端 又 是 6 次 跨 膜 结构 (第 二 组 跨 膜 域 M2) ,再 进入 胞 内 形成 第 2 个 胞 内 结构 域 C2, 其 C2a 在 各 型 AC 
中 也 有 53% ~ 89 色 的 同 源 性 ,C2b 是 整个 肽 链 的 C 端 。Cla 和 C2a 是 AC 的 催化 部 位 ,这 两 个 部 位 
对 催化 作用 均 为 必需 。 目 前 尚 不 知 哪 个 部 位 对 催化 更 重要 ,也 不 知 调节 部 位 在 Cla 或 C2a( 见 图 14 
= 


图 14-4 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) 的 拓扑 结构 
N—N 34; M1, 1 ~ 6 一 第 一 组 跨 膜 域 ; Cla, Clb 一 第 1 胞 内 结构 域 ;M2,7 ~ 12 一 第 二 组 跨 膜 域 ; 
C2a,C2b 第 2 胞 内 结构 域 ; 粗 线 部 分 为 各 型 AC 间 的 高 度 同 源 区 
14.3.1.2 腺 音 酸 环 化 酶 的 调节 
AC 和 蜡 三 聚 体 的 'G 蛋白 偶 联 ,并 受 G BAT ,但 不 同型 别 的 AC 受 不 同 的 G 蛋白 调节 。 一 
般 说 来 ,G. 的 a 亚 基 激活 AC; G; 或 GC, 的 v 亚 基 抑 制 AC; 而 G 蛋白 的 B, y 亚 基 则 可 激活 或 抑制 不 
同类 型 的 AC。 此 外 ,Ca 和 Ca’* - 钙 调 蛋白 (CaM) 复 合 物 分 别 可 抑制 和 激活 AC, 蛋白 激酶 C 和 和 蛋 
白 激酶 A 也 分 别 能 激活 和 抑制 AC( 表 14 - 1)。 后 一 作用 是 蛋白 激酶 A 对 GC 的 反馈 性 抑制 。 


表 14-1 哺乳 动物 各 型 腺 苷 酸 环 化 酶 的 专 一 性 调节 


型 别 激活 性 调节 物 抑制 性 调节 物 
I G,a, Ca’* — CaM Gia, Ga, GY 
Il G.a, GBy, PKC 9 
Ill G,a, Ca’* - CaM Ga, Gpy (7) 
TV Gsa，GBy ? 
V G.a, PKC Gia, Ca’* , PKA 
Vl G,a, PKC(?) Gia, Ca’* , PKA 
区 Gsa，GBy (?)，PKC(?) ? 
\l G,a, Ca’* - CaM ? 


注 : CG，Gi，G。 一 各 型 C 和 蛋白 ;wx、8、y 一 C 蛋 白 亚 基 ; CaM 一 钙 调 蛋白 ;PKC 一 蛋白 激 酌 ! : PRA SA; 
(2) ABE 3? 一 未 发 现 
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14.3.2 乌 苷 酸 环 化 酶 


鸟 苷 酸 环 化 酶 (GC) 催 化 ATP 生成 3 ” ,5’-A SH — BERR, fal PK cGMP, 另 一 产物 也 是 PPi。20 tH 
纪 80 年 代 早 期 发 现 心房 中 有 一 种 肽 类 能 引起 利尿 、 利 钠 和 血管 扩张 ,人 们 把 这 一 肽 类 称 为 心房 利 
钠 肽 (atrial natriuretic peptide, ANP) ,继而 用 交 联 技术 发 现 ANP 可 和 细胞 膜 上 的 一 种 受 体 蛋白 结合 ， 
最 后 证 明 这 一 ANP 的 受 体 蛋 白 是 一 种 核 苷 酸 环 化 酶 ,能 专 一 地 催化 CTP 合 成 GMP 和 PPi。 

GC 也 是 一 个 家 族 ,有 多 种 类 型 。 哺 乳 动 物 细 胞 浆 中 的 CC 是 两 个 大 小 不 同 亚 基 的 二 聚 体 , 血 
红 素 为 其 辅 基 。 平 滑 肌 扩张 剂 一 氧化 所 (NO) 就 是 通过 血红 素 激活 GC 而 引起 血管 扩张 的 。 膜 结合 
型 GC 为 单 体 , 分 子 量 约 (120 ~ 180) x 10 。 其 N 端 1/2 在 膜 外 ,为 配 体 结 合 区 ,接着 是 一 段 跨 膜 区 ， 
胞 内 的 C 端 1/2 为 环 化 酶 催化 区 ,有 两 个 区 域 和 腺 苷 酸 环 化 酶 AC 的 Cla 和 C2a 区 高 度 同 源 ,并 且 
这 两 个 区 域 彼 此 也 有 高 度 同 源 ,因此 它 能 催化 和 AC 相似 的 反应 。 

胞 浆 型 CC 在 催化 性 质 上 和 膜 结合 型 不 同 , 底 物 CTP 对 后 者 呈现 正 协同 别 构 效 应 ,而 对 前 者 则 
没有 协同 效应 。cGMP 作为 GC 的 产物 ,其 生物 效应 几乎 全 部 是 通过 蛋白 激酶 G 来 实现 的 。 


14.4 产生 脂 类 信号 分 子 的 酶 


脂 类 信号 (lipid signal) 分 子 指 一 些 属 于 脂 类 的 小 分 子 物质 ,具有 第 二 信使 的 作用 ,或 目前 虽 未 
肯定 是 第 二 信使 , 却 有 类 似 第 二 信使 的 调节 细胞 代谢 的 功能 。 参 与 产生 脂 类 信号 分 子 的 酶 类 主要 
有 各 种 磷脂 酶 和 磷脂 酰 肌 醇 激酶 


14.4.1 磷脂 酶 类 


磷脂 酶 (phospholipase，PL) 是 催化 磷脂 水 解 的 一 类 酶 ,主要 有 磷脂 酶 A(PLA, ) 磷脂 酶 C(PLC) 
和 磷脂 酶 DLPLD)。 它 们 催化 磷脂 水 解 后 的 产物 ,如 甘油 二 酯 (DAGC) 和 肌 醇 - 3,4,5 -三 磷酸 (IP; ) 等 
是 细胞 的 第 二 信使 。 另 一 些 产物 ,如 磁 脂 酸 (PA) 溶血 磷脂 酸 (LPA)、 花生 四 烽 酸 (AA) 等 是 细胞 信 
号 转 寻 途径 中 的 重要 分 子 , 也 可 能 有 第 二 信使 的 作用 。 因 而 磷脂 酶 及 其 在 细胞 信和 号 转 导 过 程 中 的 
作用 是 细胞 信号 转 导 研究 中 的 重要 领域 。 图 14- 5 指出 了 各 种 磷脂 酶 水 解 磷脂 分 子 时 的 位 点 。 


磷脂 酶 Al 


pitearge 
H,C—O ; Oo 一 一 

磷脂 酶 A， OH 

磷脂 酶 C 


图 14-5 各 种 磷脂 酶 水 解 磷脂 的 位 点 
Rl 一 常 为 饱和 脂 酸 的 烃基 ; R2 一 常 为 不 人 也 和 脂 酸 的 烃基 ;X 一 胆 碱 ,见于 磷脂 酰 胆 碱 ,又 称 卵 磷脂 (PC) 
乙醇 胺 ,见于 磷脂 酰 乙 醇 胺 ,又 称 脑 磷脂 (PE) 丝氨酸 ,见于 磷脂 酰 丝氨酸 ,又 称 丝 氨 酸 磷脂 (PS) 
肌 醇 一 见于 磷脂 酰 肌 醇 (PI) , 肌 醇 的 4 位 或 4,5 位 有 磷酸 基 团 是 称 为 磷脂 酰 肌 醇 - 4 -磷酸 (PIL-4- P) 
或 磷脂 酰 肌 醇 - 4,5 -二 磷酸 (PI- 4,5- P2), PI 和 肌 醇 上 有 磷酸 取代 的 衍生 物 统称 为 肌 醇 磷 脂 
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14.4.1.1 ARS A, 

PLA, 催化 水 解 磷 脂 中 的 2 (07 BS BEBE , PAE ie SA ed A A ( USF A ) FL th BE AS (lysophospho- 
lipid), USFA 不 但 为 二 十 烷 类 化 合 物 (eicosanoid) 和 血小板 活化 因子 (PAF) 等 提供 前 体 , 同时 也 参与 
了 很 多 细胞 信和 号 过 程 。 

A PLA, 的 分 类 和 结构 

根据 PLA, 的 结构 同 源 性 、 分 子 大 小 、 细 胞 内 定位 以 及 是 否 依 赖 Ca 的 其 它 酶 学 特性 ,人 们 将 
PLA, 分 成 九 类 ( 工 ~ 区)。 九 类 PLA, 中 ,只 有 K 、V 和 人 前 类 为 胞 液 型 ,其 他 都 是 分 沁 型 PLA, PLA, 
分 子 量 差异 较 大 ,从 13 x 10 到 85 x 10 ,分 泌 型 的 PLA, 大 多 为 小 分 子 , 且 分 子 内 有 5~ 8 个 二 硫 键 ， 
而 胞 液 型 PLA, 分 子 量 相对 较 大 AGH. THY PLA, 大 多 依赖 Ca (可 型 例外 ) , LA His - Asp 
残 基 对 为 催化 中 心 残 基 ,N 端 有 一 个 Ca 依赖 性 磷脂 结合 域 (CaLB)。 胞 液 型 PLA, 则 不 依赖 Ca 
(型 例外 ,需要 低 浓 度 Ca ) ,催化 中 心 需要 Ser. VIA VI! PLA, 虽 分 属 胞 液 型 和 分 泌 型 ,但 都 存 
在 与 其 它 脂 酶 相同 的 GXSXG 模 体 (motif) ,而 另 一 胞 液 型 W 型 则 有 GLSGS 模 体 , 且 也 有 CaLB。 

B PLA, 的 调节 与 功能 

胞 液 型 PLA, 可 以 在 胞 液 Ca 浓度 升 高 时 ,发 生 膜 转 位 。MAPK(p42 或 pg44) 可 以 使 PLA; 的 
Ser505 磷酸 化 而 使 其 激活 。 最 近 发 现 ,p38MAPK 和 Jun N 端 激酶 (JNK) 也 能 磷酸 化 胞 液 型 PLA, , 提 
示 胞 液 型 PLA, 可 能 是 促 细 胞 有 丝 分 裂 的 一 个 信和 号 分 子 。 但 在 很 多 细胞 中 ,PLA;, 的 磷酸 化 不 足以 
使 其 完全 活化 ,还 需要 在 磷酸 化 前 先 有 胞 液 Ca 浓度 的 升 高 。 在 有 些 细胞 中 发 现 PLA;, 还 受 TPK 
的 磷酸 化 而 激活 ,G 蛋白 的 By 亚 基 也 是 PLA, 的 正 调 节 因 子 。 

SPAY PLA, 似乎 与 细胞 信号 转 导 无 关 , 但 由 它 作 用 磷脂 后 释放 的 廿 碳 花生 四 和 烽 酸 (AA) ,可 以 
进一步 代谢 而 合成 前 列 腺 素 (prostagladin) 血栓 素 (thromboxane) 和 白 三 烯 (leukotriene) ,都 是 体内 重 
要 的 活性 物质 ,参与 炎症 、 血 小 板 聚 集 和 过 敏 反应 等 病理 过 程 。 胞 液 型 的 PLA, 则 是 细胞 信号 转 导 
中 重要 的 酶 ,产生 的 AA 可 以 激活 某 些 PKC WEY (a. 8、y、e\5)。AA 可 以 释放 到 胞 外 介质 中 ,也 可 
以 再 进入 胞 内 。PLA, 作用 于 磷脂 酰 胆 碱 (PC) 生 成 的 LPC, 也 有 信使 功能 ,可 以 加 速 HL- 60 细胞 回 
巨 喉 细 胞 分 化 和 激活 常规 型 PKC(c、8、y) 等 。PLA, 作用 于 磷脂 酸 (PA ,磷脂 酶 D 的 产物 ) 后 生成 的 
LPA 已 被 认为 是 重要 的 细胞 信使 , 它 能 活化 某 些 非典 型 PKC(PKC5)、 MAPK 促进 DNA 合成 等 。 

14.4.1.2 磷脂 酶 C 

已 发 现 的 磷脂 酶 CC(PLC) 有 三 种 , 即 磷脂 酰 肌 醇 专 一 性 磷脂 酶 C(PI- PLC)、 磷 脂 酰 胆 碱 (PC ) 专 
一 性 磷脂 酶 C(PC - PLC) #84 BEA BE (sphingomylinase), LA PI- PLC 的 研究 最 多 ,其 主要 底 物 是 磷脂 
酰 肌 醇 -4,5 -二 磷酸 (PI-4,5-P, ), 后 者 受 PI-PLC 水 解 后 生成 DAG 及 了 P, ,PI- PLC 也 可 催化 磷脂 
酰 肌 醇 - 4 -磷酸 (PI-4- P) 及 磷脂 酰 肌 醇 (PI) 的 水 解 。PC - PLC 则 使 磷脂 酰 胆 碱 (PC) 水 解 成 DAGC 
及 磷酸 胆 碱 。 鞘 磷 酯 酶 的 专 一 性 底 物 是 鞘 磷脂 ( sphingomyelin ) , 后 者 分 子 中 以 神经 酰胺 (ceramide) 
取代 PC 中 的 DAG, , 故 受 鞘 磷脂 酶 水 解 后 不 生成 DAG ,而 生成 神经 酰胺 ; 另 一 产物 仍 为 磷酸 胆 碱 , 故 
这 个 酶 也 是 一 种 PLC。PC PLC 和 鞘 磷 脂 酶 尚未 提纯 ,目前 对 其 结构 所 知 甚 少 , 故 本 处 以 讨论 贡 - 
PLC 为 主 。 

A PI- PLC 的 分 类 

最 初 从 牛 脑 中 发 现 了 3 种 EL- PLC 亚 型 ,被 称 为 RE- PLC B1,PI- PLC y1,PI- PLC 61. Baia, 
在 哺乳 细胞 . 果 蝇 和 真菌 中 相继 发 现 7 种 .2 种 .2 种 亚 型 。 所 有 14 种 PLC 都 是 单 链 蛋白 ,分 成 8、7 
Ald 三 种 类 型 。 以 上 三 类 PI- PLC 都 存在 于 哺乳 动物 中 ,而 低 等 真 核 生物 只 有 OWA. 

B PI- PLC 的 结构 

尽管 PIT- PLC 各 亚 型 之 间 同 源 性 低 , 但 有 明显 的 两 个 位 于 肽 链 中 部 同 源 性 很 高 的 区 域 :一 个 约 
含 170 氨基 酸 , 称 X 区 , 另 一 个 约 含 260 个 氨基 酸 , 称 为 Y 区 ,它们 共同 构成 催化 域 ( 图 14- 6)。 在 
X 区 前 面 是 约 300 个 氨基 酸 的 N 端 ,包括 一 个 N 侧 的 PH(pleckstrin homology) 结 构 域 和 毗邻 的 一 个 
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EF -手臂 (EF - hand) ,后 者 作为 PH 结构 域 和 酶 的 其 它 部 分 的 柔性 连接 区 ,也 与 结合 Ca 有 关 。 在 
C 端 ,所 有 PI- PLC 都 有 一 个 C2 结构 域 , 与 Ca 依赖 性 的 磷脂 结合 有 关 , 因 而 PE- PLC 的 所 有 亚 型 
都 依赖 Ca* 。8 和 8 型 PE- PLC 的 XY 区 相隔 40 ~ 110 个 氨基 酸 ,而 y 型 PLC AY X.Y AAA 
400 个 氨基 酸 ,其 间 有 两 个 SH2 和 一 个 SH3 结构 域 把 另 一 个 PH 结构 分 割 开 来 ,因此 ,其 它 型 的 PLC 
都 只 有 一 个 PH 结构 域 ,而 y 型 PE- PLC 则 有 两 个 PH 结构 域 。 


B® PH EF x Y én 


(1, 62, 635184) 上 DT 一 


y 型 PH a 和 PH SH2 SH2 SH3 PH Y C2 
( v1 Y 2) 


5 型 
PH x Y C2 


CP. //——< .ae<—c« FF 


图 14-6 哺乳 动物 中 三 种 PE- PLC 的 结构 
X—X K; Y—Y K; PH—Plescktrin 同 源 结构 域 ;EF 一 E 手臂 ;C2 一 C2 结构 域 ; 
SH2—Sre 同 源 结 构 域 2;SH3 一 Src 同 源 结构 域 3 

C PI- PLC 的 调节 

G EAN CG, 家 族 的 亚 基 可 以 调节 PI- PLC 8 的 各 亚 型 的 活性 。PI- PLC 8 的 羧基 端 1/3 顺序 
与 Ga 结合 有 关 。 不 同 的 Coo 可 以 在 不 同 的 组 织 中 ,不 同 程度 地 激活 不 同 的 FE- PLC 8。 绥 激 肽 、 
凝血 酶 .组 胺 、 胆 碱 能 草 毒 碱 ml、 促 甲状 腺 激素 等 受 体 都 通过 Ga 或 Gaa 活化 PIL- PLC 8( 图 14- 
7A)。G 蛋白 中 By 亚 基 也 能 激活 PI- PLC 8, 在 PI- PLC 8 氮 基 端的 2/3 的 序列 与 GBy 亚 基 结 合 有 
关 。 胆 碱 能 草 毒 碱 m2 受 体 的 信号 就 是 通过 Gey 亚 基 激 活 PI- PLC 6 而 转 导 的 (图 14-7B)。 

一 些 肽 类 生长 因子 的 受 体 与 生长 因子 结合 后 , 受 体 TPK 上 活化 的 磷酸 酷 氨 酸 残 基 可 结合 FI - 
PLC y 的 SH2 结构 域 ,使 其 Tyr783 , Tyr771 , Tyr1254 等 酷 氨 酸 磷酸 化 ,磷酸 化 后 的 PE- PLC y RAR 
转 位 ,从 而 发 生 进 一 步 激活 (图 14-7C)。 很 多 非 受 体型 TPK 如 :Src,Syk,Lek,Fyn;,ZAP- 70, Jak/Tyk 
等 的 酷 氨 酸 残 基 受 磷酸 化 活化 后 ,也 可 以 通过 PI- PLC y 的 SH2 结构 结合 PE- PLCy ,并 使 PI - 
PLCY 发 生 酷 氨 酸 磷酸 化 而 激活 (图 14-7D)。 但 是 ,PL- PLC y 在 不 经 酷 氨 酸 磷酸 化 的 情况 下 ,也 
可 以 被 一 些 磷 脂 来 源 的 第 二 信使 活化 。 如 PLD 的 产物 PA, 是 PE- PLCy1l 的 别 构 激活 剂 ,在 微 管 相 
FEA tau BK tau 样 蛋 白 存在 下 PLA, 的 产物 AA 也 能 刺激 PE- PLCy 的 活性 ,磷脂 酰 肌 醇 - 3 -激酶 
(PI-3=-K) 作 用 的 产物 PE-3,4,5- P; 也 能 结合 而 活化 PE- PLCy. 

总 之 ,PI- PLCB 主要 受 异 三 聚 体 G 蛋白 的 调节 ,而 PC- PLCy 因 有 能 与 磷酸 酷 氨 酸 结合 的 SH2 
结构 域 , 故 可 受 活化 的 生长 因子 受 体 调节 。 

14.4.1.3 磷脂 酶 D 

磷脂 酶 DIPLD) 的 底 物 主要 是 磷脂 酰 胆 碱 (PC) ,产物 是 磷脂 酸 (PA) 和 胆 碱 。 膜 结合 性 PLD 只 
对 PC 起 作用 ,但 在 牛 肺 的 胞 液 中 也 曾 发 现 能 水 解 磷脂 酰 乙醇 腕 (PE) 和 磷脂 酰 肌 醇 (PI) 的 PLD , 产 
物 除 PA 外 ,分 别 是 乙醇 胺 和 肌 醇 。 磷 脂 酶 D 除 有 水 解 功能 外 , 尚 有 磷脂 酰 转移 功能 。 可 将 磷脂 酰 
基 团 从 PC 转 至 另 一 碱 基 (如 乙醇 胺 ) 或 醇 基 ( 如 乙醇 ) 上 ,从 而 合成 PE 或 磷脂 酰 乙 醇 , 后 一 反应 常 
用 来 测定 PLD 的 活力 。 
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图 14-7 PI-PLC8 和 了 P-PLCY 的 激活 机 理 
A 一 乙酰 胆 碱 草 毒 碱 ml 受 体 通过 Cag 激活 E-PLC8;B 一 乙酰 胆 碱 草 毒 碱 m2 受 体 通过 GBy 激活 PI- PLC83 ,82,81;C 一 PDGF - 
8 受 体 通过 胞 内 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 激活 PL - PLCYy;D 一 白细胞 表面 受 体 通过 非 受 体型 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 激活 PL- PLCy;AchR 一 乙酰 
胆 碱 受 体 ;aq 一 G 蛋白 og 亚 基 ;B,Y 一 G 蛋白 B,yY 亚 基 ; PDGFR(B) 一 血小板 衍生 生长 因子 ;TI 一 酷 氨 酸 蛋 白 激 酶 ; PY, YP 一 磷酸 
化 的 酷 氨 酸 ;Y 一 酷 氨 酸 ;CD4,CD3 一 白细胞 表面 抗原 ;TCR 一 T 细 胞 受 体 ;5 一 受 体 5 链 ;Lek,Fyn,ZAP-70- 非 受 体型 酷 氨 酸 蛋 白 
激酶 ;N 一 N 端 ;C 一 C 端 ;PH 一 pleckstrin 结构 域 ;SH2 一 SH2 结构 域 ;SH3 一 SH3 结构 域 
A PLD 的 生化 特性 
PLD 也 有 不 同 亚 型 ,它们 的 组 织 分 布 .最 适 pH, 对 Ca 的 需求 以 及 激活 剂 等 都 不 相同 ,如 脑 和 
肺 组 织 中 的 PLD 受 油 酸 激活 ,而 肾脏 和 脾脏 中 的 另 一 型 PLD 不 受 油 酸 激活 ,但 受 小 分 子 G BAK 
活 ,例如 从 猪 肺 微粒 体 中 获得 较 高 纯化 的 PLD ,分 子 量 为 190 x 10 ,最 适 pH 为 6.6, 只 催化 PC 水解 ， 
受 磷脂 酰 肌 醇 - 4,5 -二 磷酸 (PIL-4,5 - P, ) 和 小 分 子 G 蛋白 激活 。 
最 近 , 已 从 酵母 植物 和 哺乳 动物 细胞 中 克隆 出 PLD ,它们 之 间 有 四 个 同 源 的 保守 序列 ( 工 ~ 
KW )。 人 的 两 个 PLD(hPLDla 和 pHLD1b) 也 已 从 HeLa 细胞 中 被 克隆 ,分别 为 1072 和 1034 个 氨基 酸 
的 单 链 蛋白 ,分 子 量 为 124 x 10 及 120 x 10 。 在 很 多 组 织 中 ,PLD 在 质 膜 ,高 尔 基体 和 细胞 核 中 活 
性 较 高 ,在 胞 浆 中 也 有 明显 的 活性 ,但 在 线粒体 中 没有 PLD. PLDI 主要 存在 于 核 周边 ,如 内 质 网 、 
高 尔 基体 内 体 (endosome) 等 ,PLD2 则 主要 存在 于 质 膜 。 
B PLD 的 调控 
用 蛋白 激酶 C(PKC) 的 激活 剂 佛 波 酯 (PMA) 和 抑制 剂 证 明 大 多 细胞 中 的 PLD 受 PKC 激活 , 特 
别 是 PKCB 工 和 PKCa, cAMP 和 蛋白 激酶 A(PKA) 也 有 激活 作用 ,但 机 制 尚 不 清楚 。 一 些 实验 结果 
显示 ,PKC 激活 PLD 可 能 通过 非 磷 酸化 方式 。TPK 也 能 激活 PLD ,但 机 制 也 不 清楚 。G 蛋白 如 Arf 
和 Rho 等 对 PLD 也 有 激活 作用 。GTP 可 能 作为 小 分 子 G 蛋白 的 激活 剂 ,从 而 激活 PLD。 但 PLD 最 
主要 的 激活 剂 可 能 是 PI-4,5-P ,对 PLD 呈 别 构 激 活 作用 。 
C PLD 的 生物 学 功能 
PLD 首先 可 以 将 生物 膜 上 的 PC 变 成 PA, 释 放出 极 性 的 胆 碱 (choline) ,同时 改变 生物 膜 的 组 成 
和 电荷 ,使 膜 的 生理 特性 发 生 显 著 变化 。 产 物 PA 类 似 第 二 信使 ,可 引起 多 种 生理 效应 ,如 促进 
DNA 合成 和 肌 动 蛋白 聚合 ,调节 超 氧 离子 生成 和 CTP 酶 激活 蛋白 (Ras - GAP). PA 还 可 经 磷脂 酸 
磷酸 酶 作用 ,转变 成 DAG,PKC 的 晚期 和 持续 激活 可 能 主要 受到 来 自 PLD 作用 产生 的 DAG 的 影响 。 
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PA 经 PLA, 作用 产生 的 LPA 是 活化 的 血小板 和 其 他 一 些 细 胞 的 一 种 主要 的 胞 外 信和 号 分 子 。LPA 尚 
可 激活 Rho 蛋白 和 某 些 非典 型 PKC, 如 《型 ,有 报告 认为 PLD 和 PKC 参与 细胞 囊 泡 的 运输 和 出 胞 作 
用 (exeytosis ) 4 

虽然 PLC 的 产物 DAG 也 能 经 甘油 二 酯 激酶 生成 磷脂 酸 (PA) ,后 者 再 经 PLA, 转变 成 溶血 磷脂 
酸 (LPA) ,但 体内 PA 和 LPA 的 直接 来 源 应 是 PLD ,也 许 PLD 在 体内 的 主要 功能 是 通过 PA 和 LPA 来 
实现 的 。 


14.4.2 磷脂 酰 肌 醇 激酶 


磷脂 酰 肌 醇 (PTD) 中 肌 醇 的 3,4,5 位 均 可 被 磷酸 化 ,分 别 由 磷脂 酰 肌 醇 - 3 激酶 (PTL- 3K)、 -4 激 
酶 (PI- 4K) 和 - 5 激酶 (PI- SK) 催 化 ,其 磷酸 基 团 的 供 体 都 是 ATP。 这 些 磷酸 化 数目 及 部 位 不 同 的 
PI 衍生 物 的 代谢 转变 如 图 14 -8 所 示 。 肌 醇 基 团 被 磷酸 化 的 次 序 是 4 位 一 5 位 -3 位 ,或 4 位 一 3 
位 ,但 PE-3,4- 了 不 能 转变 成 PI-3,4,5- 也 ,后 者 只 能 来 自 PI-4,5-P 的 3 位 磷酸 化 。 各 磷酸 基 
团 又 可 被 相应 的 磷酸 酶 水 解 转 变 而 成 为 少 一 个 磷酸 基 团 的 FI 衍生 物 。 这 里 主要 介绍 细胞 信和 号 转 
导 通 路 中 最 主要 的 磷脂 酰 肌 醇 - 3 激酶 (PI- 3K). 

PI-4K PI-5K 


磅 脂 酰 肌 醇 磷脂 酰 肌 醇 -4- 磷 酸 
(PI) 4-Pase (PI-4-P) 


磷脂 酰 肌 醇 -4, 5-— BERR 
5-Pase (PI-4,5-P2) 


3-Pase PI-3K 3-Pase PI-3K 3-Pase PI-3K 


PI-4K 


磷脂 酰 肌 醇 -3- 磷 酸 
(PI-3-P) 4-Pase 


ARR LRE-3, 4- 二 磷酸 ree 4 5 
(PI-3, 4-P2) 5-Pase (PI-3, 4, 5-Ps) 


14-8 ”磷脂 酰 肌 醇 磷酸 衍生 物 的 代谢 转变 
PI-3K,- 4K,- SK 一 磷脂 酰 肌 醇 - 3 激酶 ,-4 激 酶 ,-5 激 酶 ;3 - Pase,4 - Pase,5 - Pase— 
3 -磷酸 酶 ,4 -磷酸 酶 ;5 -磷酸 酶 
14.4.2.1 PEI-3K 的 分 类 与 结构 
根据 结构 及 底 物 专 一 性 ,PI- 3K 主要 分 成 三 类 ( 见 图 14- 9)。 
A J#PI-3K 
这 类 PI- 3K 可 以 磷酸 化 PILPI-4-P 和 PI-4,5-P, 但 在 体内 的 优先 底 物 是 PI-4,5- P ,其 
催化 亚 基 为 pl110 蛋白 (有 a.8.y.d 四 种 ) ,它们 从 近 N 端 到 C 端 分 别 为 Ras 结合 域 .PI- 3K 域 和 一 
个 Ser/Thr 蛋白 激酶 域 , 并 都 可 和 调节 亚 基 结 合成 异 二 聚 体 。 根 据 结合 调节 亚 基 的 不 同 , 这 类 PI- 
3K 的 催化 亚 基 可 分 成 A 和 了 B 两 个 亚 型 , [A 型 和 pll0 蛋白 为 w\ 8 或 8$, 故 又 分 为 w\ 8 或 $ 三 型 FI 
-3K。 最 N 端 (在 Ras 结合 域 前 ) 有 -一 个 调节 亚 基 结合 域 , 通 过 此 结合 域 中 酷 氨 酸 磷 酸化 的 YXXM 
模 体 和 调节 亚 基 p85 结合 ,而 B 型 的 催化 亚 基 pl110 蛋白 为 y 型 , 故 又 称 PE- 3K7y ,缺乏 N 端的 调节 
亚 基 结 合 域 ,不 通过 磷酸 酷 氢 酸 而 是 通过 一 未 知 部 位 和 调节 亚 基 101 结合 。A、B 两 型 都 有 Ras 结 
合 域 , 都 可 受 Ras 激活 。A 型 p85 调节 亚 基 的 N 端 含 有 一 个 SH3 结构 域 , C 端 有 两 个 SH2 结合 
分 子 中 还 有 富 含 Pro 的 结构 域 和 催化 亚 基 pl110 结合 区 ,其 SH2 结合 域 也 可 和 活化 生长 因子 受 体 的 
磷酸 酷 氨 酸 结 合 , 故 I-A 型 (FI- 3Ka、8、S) 还 可 受 TPK 的 调节 (参见 图 14-3)。 有 报道 IT- BH 
(PI-3KY) 可 受 G 蛋白 的 By 亚 基 的 调节 。 
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图 14-9 PI-3K 催 化 亚 基 pll0 和 蛋白 的 分 类 和 结构 
TI-A 型 自 左 至 右 的 黑 框 分 别 为 :调节 亚 基 结 合 域 ;Ras 结合 域 ;PI- 3K 域 ;蛋白 激酶 域 。 
开 型 的 最 右 此 侧 (C 端 ) 为 C2 结合 

B. Ack PI- 3K 

这 类 PI- 3K A] LABEL PI Al PI-4- P, {AA REBEM TE PI- 4,5- P,, 2 PI- 3K SQA Ser/Thr 
蛋白 激酶 域 而 不 含 调节 亚 基 结合 域 和 Ras 结合 域 。 目 前 还 未 发 现 与 这 类 Pl- 3K 结合 的 调节 亚 基 。 
有 一 个 C 端的 C2 结构 域 , 但 和 一 般 结合 Ca* 和 C2 结构 域 不 同 ,缺乏 关键 的 Asp 残 基 , 故 这 类 PI- 
3K 并 不 依赖 Ca * 。 然 而 , 它 是 否 受到 胞 外 刺激 剂 的 调节 还 不 清楚 。 

Cc M# PI-3K 

这 类 PI- 3K 只 能 磷酸 化 PTI, 不 能 大 磷酸 化 PE-4-P 和 P-4,5-P。 在 结构 上 ,与 第 开 类 相 
Wh MBAS C2 结构 域 。 哺 乳 动 物 的 这 类 PI - 3K 与 酵母 Vps34p 和 蛋白 同 源 。Vps34p 是 酵母 中 唯一 的 
PI- 3K, 它 是 酵母 的 新 生 和 蛋白 从 高 尔 基 体 运输 到 液 泡 ( 相 当 于 哺乳 细胞 的 溶 酶 体 ) 所 必需 的 。 

14.4.2.2 PI-3KHW#e 

PI- 3K 和 它 的 产物 在 膜 运 输 中 也 有 重要 作用 ,尤其 是 焉 类 PIL- 3K 和 它 的 产物 一 3 位 磷酸 化 的 
肌 醇 磷脂 被 认为 是 膜 运 输 和 客 泡 形成 过 程 中 非常 重要 的 分 子 。PI- 3K 可 能 通过 调节 小 G EA Rac 
的 鸟 苷 酸 交 换 因 子 和 调节 整合 蛋白 (integrin) 对 胞 外 基质 的 亲 和 性 ,使 细胞 骨架 发 生 重 组 。PI- 3K 
的 信和 号 还 可 经 Rac 转 至 Ras。 此 外 ,PI- 3K 还 参与 抗 细胞 凋 亡 的 信号 转 导 。 已 经 发 现 一 些 处 于 贡 - 
3K 下 游 的 分 子 , 如 工 类 和 IT 类 PI- 3K 的 产物 ,PIL-3,4,5-P 和 PIL-3,4- 了 ,可 直接 激活 肌 醇 磷脂 
依赖 性 蛋白 激酶 (PDK) 和 蛋白 激酶 B( PKB) ,p70 核糖 体 S6 激酶 (p70”) 和 一 些 新 型 和 非典 型 PKC 
如 e,7(L),5 型 等 。 当 PI-3KY 受 Gpy 激活 后 ,其 PI-3K 活 性 可 间接 激活 MAPK 而 引发 MAPK 信 
号 流 。 所 有 的 Pl- 3K 还 都 有 Ser/Thr 蛋白 激酶 的 活性 ,但 目前 还 不 知 它们 的 天 然 底 物 。 因 此 ,PI- 
3K 的 功能 至 少 有 三 个 方面 : 

(1) 产生 3 位 磷酸 化 的 肌 醇 磷脂 ,再 使 下 游 信 号 分 子 如 PDK 和 PKB 等 活化 ; 

(2) 发 挥 SerThr 蛋白 激酶 的 活性 ,使 某 些 蛋 白 磷 酸化 ; 

(3) 通过 SH2.SH3 结构 域 和 富 含 Pro 的 结构 域 , 作 为 “衔接 蛋白 ”, 这 一 作用 已 经 被 越 来 越 多 的 
实验 结果 证 实 , 它 可 以 和 TPK, Gr2,Ras, 管 蛋白 等 多 种 蛋白 质 结 合 ,作为 装配 信和 号 ,而 不 需要 其 PIL- 
3K 和 和 蛋白 激酶 活性 。 


14.5 和 蛋白 激酶 


蛋白 质 磷酸 化 是 最 主要 的 细胞 信和 号 转 导 方 式 。 通 常 蛋白 质 中 丝氨酸 (Ser) , 苏 氨 酸 (Thr) 和 酷 氨 
酸 (Tyr) 可 以 被 磷酸 化 。 近 年 也 发 现 组 氨 酸 (His) 磷 酸化 的 存在 。 催 化 Ser/Thr 磷酸 化 的 蛋白 激酶 是 
一 个 大 家 族 ,根据 其 不 同 的 功能 可 以 分 成 以 下 几 大 类 ,它们 大 多 也 是 一 个 家 族 。(1) 环 核 苷 酸 依赖 
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性 蛋白 激酶 (PKA,PKG);(2) 脂 类 依赖 性 蛋白 激酶 (PKC,PKB,PKN);(3) 钙 - 钙 调 蛋白 依赖 性 蛋白 
激酶 ;(4) 丝 裂 原 激活 的 蛋白 激酶 (MAPK);($) MAPK 激酶 (MAPKK ,同时 有 栈 氨 酸 蛋 白 激酶 活力 ); 
(6) MAPKK 激酶 (MAPKKK);(7) 周期 和 蛋白 依赖 的 蛋白 激酶 (cyclin dependent kinese，cdk)( 如 ede2 - 
激酶 ) 5 (8) 核糖 体 S6 蛋白 激酶 (RSK) ; (9) 酪 蛋白 激酶 和 糖 原 合成 酶 激酶 3(CSK- 3);(10) 跨 膜 受 
体 丝 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 等 。 和 蛋白 激 酶 的 另 一 个 大 家 族 是 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 (TPK) ,专门 催化 蛋白 质 中 
酷 氨 酸 的 磷酸 化 。 以 下 对 几 种 常见 的 蛋白 激酶 作 简 单 的 介绍 。 


14.5.1 环 核 苷 酸 依赖 性 蛋白 激酶 


14.5.1.1 有 蛋白 激酶 人 A 

蛋白 激酶 A(PKA) 又 叫 cAMP 依赖 性 蛋白 激酶 。 在 代谢 的 调节 和 细胞 信号 转 导 中 具 重 要 作用 ， 
是 由 两 个 催化 亚 基 (C) 和 两 个 调节 亚 基 (R) 组 成 的 四 聚 体 。 四 聚 体 的 PKA 呈 非 活性 状态 , 当 4 个 
cAMP 结 合 到 2 个 R 亚 基 时 ,C 亚 基 脱离 R 亚 基 成 为 活性 形式 。 

RuC +4cAMP—R, (4cAMP) +2C 
无 活性 有 活性 

A PKA 的 分 类 

PKA 全 酶 的 分 子 量 约 180 x 10 rR I BMT. EIA C 亚 基 基本 相同 ,而 R 亚 基 不 同 ( 有 
RI 和 RI 两 类 )。 两 类 R 亚 基 的 分 子 量 不 同 ,RI 为 49x10,RI 为 55x10 ,它们 各 自 又 有 wx、B8 两 
种 亚 型 , 即 RIac、RIBP8\RIa、RI8。C 亚 基 分 子 量 为 40 x 10 ,目前 发 现 C 亚 基 又 有 Ca.CB.Cy 
三 种 亚 型 ,但 同一 个 PKA 中 的 C 亚 基 都 为 同一 种 亚 型 。 

B PKA 的 结构 

1) C 亚 基 。C 亚 基 具 有 催化 活性 , 它 能 识别 底 物 的 RRXS/T 和 RXS/T 二 种 模 体 。 其 中 R 为 碱 
性 的 精 氨 酸 ,X 为 任意 氨基 酸 , 在 接受 磷酸 基 团 的 S/T 的 羧基 端 多 为 疏水 氨基 酸 。 在 测定 PKA 的 活 
性 时 , 肝 中 丙酮 酸 激酶 的 七 肽 *Kemptide"(LRRASLC) 被 证 明 是 很 好 的 底 物 。 七 肽 的 S 改 为 A 后 , 则 
成 为 抑制 剂 。C 亚 基 70 多 氨基酸 序列 的 约 250 个 氨基 酸 参 与 构成 催化 活性 中 心 。C 亚 基 的 N 端 部 
分 有 一 个 核 苷 酸 (ATP) 结 合 区 ,这 个 区 有 一 个 富 含 甘 氨 酸 (G) 的 序列 :GXGXXCXsK, 类 似 于 其 它 一 
些 蛋白 中 的 核 苷 酸 识 别 域 (如 GXXXXGKX 和 GXGXXG) ,Lys72 和 Glu91 形成 一 个 离子 对 , 对 结合 
ATP 的 a 和 8 磷酸 基 团 都 很 重要 ;Ala70 可 能 与 腺 苷 酸 的 识别 有 关 。C 亚 基 的 催化 中 心 位 于 分 子 中 
部 ,有 结合 多 肽 底 物 和 催化 磷酸 基 团 转移 的 作用 。 由 RDLKPEN 七 个 氨基 酸 残 基 构 成 一 个 环 ,其 中 
Asp(D)166 是 磷酸 基 团 转移 的 结构 基础 ,Lys(K)168 起 稳定 和 降低 活化 能 的 作用 。 这 一 Lys 只 存在 
于 丝 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 ;在 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 中 , 常 为 Arg(R) 或 Ala(A) 所 代替 , Asp184 和 金属 离子 
Mg 等 结合 有 关 。 在 C 亚 基 氨基 端 , 有 一 个 甘氨酸 可 以 发 生 豆 薄 酰 化 ,其 生物 学 意义 还 不 清楚 。 
PKA 的 C 亚 基 上 ,还 存在 一 个 Thrl97 的 磷酸 化 位 点 ,目前 认为 它 在 酶 的 成 熟 过 程 中 发 生 自身 磷酸 
化 ,而 不 是 作为 磷酸 化 和 非 磷酸 化 状态 调节 酶 活性 的 作用 。 

2) R 亚 基 。R 亚 基 是 cAMP 结合 的 靶 蛋 白 , 在 PKA 的 四 聚 体 中 , 它 作为 一 种 “ 假 底 物 ”而 抑制 C 
亚 基 发 挥 催 化 作用 。 只 有 当 cAMP 结合 R 亚 基 后 , 解 离 状态 的 C WEA ALIS. Rl a, RIB, 
Ru,RIp 这 些 不 同 的 调节 亚 基 ,都 由 不 同 的 基因 编码 。a 或 8 型 都 有 组 织 的 专 一 性 。R 亚 基 有 
三 个 结构 域 , 氨 基 端 是 二 聚 化 结构 域 ,负责 和 另 一 个 R 亚 基 的 聚合 ,RI 还 有 两 个 半 胱 氢 酸 残 基 对 
二 聚 化 十 分 重要 ,二 聚 化 结构 域 中 有 假 底 物 模 体 RRNAIH( 存 在 于 RI ) 和 一 个 真 底 物 模 体 RRVSVC 
(存在 于 RI ,其 中 S 为 磷酸 化 位 点 ) ,此 真 底 物 模 体 以 自身 磷酸 化 状态 存在 。 二 聚 化 结构 域 的 羧基 
侧 有 两 个 前 后 相连 的 cAMP 结合 域 A 和 B, 对 不 同 cAMP 衍生 物 的 亲和力 不 同 , 其 中 了 结构 域 结合 
和 和解 离 cAMP 的 速度 较 A 结构 域 快 ,为 优先 结合 cAMP 的 位 点 。 

C PKA 的 分 布 

PKA 广泛 存在 于 各 组 织 , 其 中 工 类 PKA 主要 存在 于 非 神经 细胞 ,尤其 在 骨骼 肌 和 心肌 中 的 含 
量 更 为 丰富 ,一般 主 要 存在 于 胞 浆 中 。 开 类 PKA 主要 存在 于 神经 细胞 的 各 个 亚 细 胞 组 分 中 。 和 蛋白 
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激酶 在 细胞 中 的 定位 对 其 功能 的 发 挥 有 重要 作用 。 目 前 已 发 现 了 与 PKA WEAK HEA” 
(AKAP) , 它 能 跟 RI 亚 基 结 合 ,使 得 PKA 定位 于 不 同 的 部 位 。 详 细 的 机 制 还 有 待 进一步 的 研究 。 

14.5.1.2， 有 蛋白 激酶 G 

蛋白 激酶 C(PKG) 又 称 cGMP 依赖 性 蛋白 激酶 ,是 另 一 类 依赖 环 核 苷 酸 激活 的 蛋白 激酶 。 越 来 
越 多 的 细胞 信号 事件 被 认为 和 cGMP 的 升 高 和 PKG 有 关 。 除 节肢 动物 的 组 织 和 哺乳 动物 小 脑 皮质 
中 层 的 普 金 野 细胞 (purkinje cell) 血小板 小肠 上 皮 细 胞 等 一 些 特 殊 的 细胞 外 ,PKG 在 组 织 中 的 存 
在 量 一 般 比 PKA 低 10 ~ 100 倍 。 哺 乳 动物 组 织 中 的 PKG 也 有 两 类 :PKG 工 ( 分 子 量 为 76 x 10°) 
PKG II (分 子 量 为 86x 10 )。PKGTI 存 在 于 胞 浆 中 ,有 c 和 8 二 种 亚 型 ,PKGI 存 在 于 膜 性 组 分 。 

A PKG 的 结构 

PKG 和 PKA 不 同 ,催化 域 和 调节 域 在 同一 亚 基 内 ,PKG 工 以 二 聚 体 存在 ,而 PKC I RR BUA 
是 以 单 亚 基 存在 ,现在 则 有 证 据 认 为 这 个 单 亚 基 也 来 源 于 二 聚 体 。PK9G 的 单 体 至 少 有 五 个 功能 域 ， 
N 端的 三 个 结构 域 和 酶 活力 调节 有 关 , 催 化 结构 域 占 C 端的 一 半 。 

1) 二 聚 化 结构 域 。 处 于 氮 基 末端 , 和 细胞 定位 有 关 。 含 有 保守 的 由 Leu 和 De AMMAR 
拉链 结构 。PKG I a 通常 发 生 乙酰 化 修饰 ,PKG 开 则 发 生 豆 翘 酰 化 修饰 ,都 是 PKG 的 膜 定 位 所 必需 
的 。PKG 工 TI 的 这 一 结构 域 都 含有 自身 磷酸 化 位 点 。PKG 工 的 二 聚 体 结构 域 还 含有 一 个 自身 抑制 
模 体 ,类似 于 PKA 中 R 亚 基 的 假 底 物 模 体 ,在 结合 cGMP 前 与 底 物 蛋白 竞争 ,起 自身 抑制 活力 的 作 
用 。 另 有 一 个 协同 作用 的 调节 位 点 使 PKGC 工 成 为 一 个 别 构 酶 。PKGI 能 调节 和 氧 离 子 通道 ,而 乙酰 
化 的 PKG 工 则 没有 这 种 功能 。 

2) cGMP 结合 域 。PKG 有 两 个 cGMP 结合 域 ,与 二 聚 化 结构 域 相 毗邻 ,N 侧 的 一 个 亲 和 人 性 高 ,C 
侧 的 一 个 亲 和 性 较 低 。 前 者 含有 保守 的 Thr, 后 者 在 工 型 为 Thr, I BY Ser. 

3) 催化 域 。 位 于 C 端 ,与 其 他 蛋白 激酶 类 似 , 约 260 个 氨基 酸 残 基 构 成 ,有 保守 的 Lys 和 必需 
的 Thr, Thr 也 可 被 自身 磷酸 化 ,PKG 工 在 此 结构 域 还 有 一 个 细胞 核定 位 信和 号 。 

4) 羧基 端 结构 域 。 约 有 70 个 氮 基 酸 残 基 ,功能 还 不 明确 。 

B PKG 在 信号 转 导 中 的 作用 

PKG 可 参与 心房 利 钠 肽 (ANP) 的 信和 号 转 导 。ANP 的 受 体 是 乌 苷 酸 环 化 酶 , 受 ANP 激 活 后 ,催化 
GTP 生成 cGMP, cGMP 只 要 在 很 低 的 浓度 时 即 可 激活 PKCG。 激 活 的 PKG 可 以 有 很 多 种 类 的 底 物 。 
在 平滑 肌 细 胞 中 ,PKC 工 可 磷酸 化 肌 醇 三 磷酸 (IP, ) 受 体 ,抑制 Cal * 从 内 质 网 释放 ,降低 胞 浆 Ca 的 
浓度 。 体 外 实验 证 明 ,PKG 工 可 以 激活 Ca 活化 的 K* 通道 ,使 Ca 通道 o 亚 基 础 酸化 ,导致 超 极 
化 和 电压 门 控 Ca* 通道 的 失 活 ,降低 细胞 内 Ca 浓度 ,因而 促进 平滑 肌 松弛 ,抑制 心肌 收缩 和 血 小 
板 凝 聚 。 其 他 一 些 已 知 的 PKG 引发 的 效应 有 促进 肾 小 管 的 利尿 和 肠 粘 膜 CI PS 
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14.5.2.1 有 蛋白 激酶 C 

蛋白 激酶 C(PKC) 是 一 种 Ser/Thr 蛋白 激酶 ,1977 年 日 本 Nishizuka 首先 在 鼠 脑 的 胞 浆 成 分 中 发 
现 , 受 甘油 二 酯 (DAG) 和 Ca 的 激活 。 因 其 受 Ca 激活 而 被 命名 为 PKC. DAG 是 细胞 对 多 种 胞 外 
刺激 作用 的 第 二 信使 ,是 肌 醇 磷 脂 或 胆 碱 磷脂 受 磷脂 酶 水 解 而 产生 的 。 所 有 的 PKC 亚 型 的 激活 还 
需要 磷脂 酰 丝氨酸 (PS) 一 一 一 种 膜 磷脂 。 也 就 是 说 ,PKC 的 激活 需要 膜 环 境 ,这 并 不 意味 着 PKC 
为 膜 蛋白 。 事 实 上 , 目前 发 现 的 所 有 PKC 亚 型 大 多 存在 于 胞 浆 中 ,接受 刺激 后 ,首先 可 逆 地 转 位 到 
膜 上 ,在 膜 中 受 脂 类 PS ,DAG 等 因子 作用 下 才 激 活 。 到 目前 为 止 已 发 现 至 少 有 12 PKC 亚 型 ,分 
成 三 大 型 或 三 组 ( 表 14- 2)。 
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表 14-2 哺乳 动物 组 织 中 的 PKC 同 工 酶 


组 (型 ) 同 工 酶 ( 亚 型 ) 残 基数 激活 剂 组 织 分 布 
cPKC a 672 Ca’* , DAG, PS, FFA, LPC yy 
(常规 型 ) BI 671 Ca’* , DAG, PS, FFA, LPC 某 些 组 织 
Bll 673 Ca** , DAG, PS, FFA, LPC 很 多 组 织 
697 Ca’* , DAG, PS, FFA, LPC 仅 在 脑 中 
nPKC 人 673 DAG, PS lr 
(新 型 ) e 737 DAG, PS, FFA, PIP3 脑 及 其 他 组 织 
7(L) 683 DAG, PS, PIP, 胆固醇 ,SO?- 皮肤 , 肺 , 心 
0 707 ? 肌肉 ,T 细 胞 等 
久 912 ? NRK 细胞 
aPKC 5 592 PS, FFA, PIP; ,LPA,? gs <d 
(非典 型 型 ) A 587 ? HRS , ALS 
r 587 ? PF A Hi 


注 : DAG 一 甘油 二 酯 ;PS 一 磷脂 酰 丝氨酸 ;FFA 一 顺 式 不 饱和 脂肪 酸 ;PIP; 一 磷脂 酰 肌 醇 -3,4,5 -三 磷酸 ;LPC 一 溶血 磷脂 酰 胆 
碱 ;LPA 一 溶血 磷脂 酸 ;7(L) 和 A 类 的 酶 学 性 质 尚 不 清楚 。 
A 常规 型 PKC 
常规 型 PKC(conventional PKC, cPKC) 包 括 w,8 工 ,8I 和 y 四 个 亚 型 。 酶 分 子 N 侧 的 1/2 KE 
为 调节 结构 域 ,含有 三 个 与 酶 活力 调节 有 关 的 模 体 ( 图 14 - 10)。 


PS CRRI CRR2 CaBS ABS D 
22 are bid “ 207 4 : 305 : 
HaN= RKGALE-CX2CX 4CXCX2V X41 CCXKI3CXOCXON- 一 二 一- 二 一 -一 -Oo 


210 23 301/3 
H2 TRKGAL ROX, CX 3CXpCX>V X41 CX2CX13CX2CX2N------ 一 -一 -一 -一 -一 四 -------------------- 一 - --- 一 -COOH 


1 219 23.310 
HoN= RKGALE--CXqCXy gCXpCXQV. X4l CXyCX  gCKYCK Noman erence nrc cook 


23 298 


143 22 86 
6 HoN-----— -一 一 RRGAIK--CX2CX13CX2CX2A Xqg CX2CX13CX2CX2N-- 一 ---- 里 ---- 一 -- 一 --------------- 一 - 


135 39 301 
-goGAvE-CxocxlacXoCOv Xda CocxiscocoN 135- Benne COOH 


St 23 312 
HoN- SORGARE-4 -CX2CX13CX2CX2L---- 一 -- 国 ------ 一 -二 -一 --- 


图 14- 10 几 型 蛋白 激酶 C 的 模 体 
PS,CCR,CaBS,ABS,DFG,PBS 为 不 同 功 能 的 模 体 , 见 正文 说 明 ; 英 文字 母 为 氨基 酸 残 基 单 字符 号 ; 
X 为 任意 氨基 酸 ; 数 字 为 间隔 的 氨基 酸 残 基 数 


1) 假 底 物 模 体 (PS)。 其 中 心 肽 段 为 (或 RQ)GAL( 或 IVR)R 六 肽 ,和 被 PKC 磷酸 化 的 底 物 肽 段 
RXXSXRO 基 本 相同 ,只 是 第 4 位 的 S( 磷 酸化 位 点 ) 换 以 A, 故 不 能 被 自身 催化 磷酸 化 而 成 为 假 底 
物 。 但 这 个 假 底 物 顺序 可 和 酶 催化 中 心 的 底 物 结合 位 点 结合 而 阻 断 真 底 物 的 酶 的 结合 。 

2) 两 个 富 含 Cys 的 模 体 (CRR -1 和 CRR -2)。CRR -1 能 和 激活 剂 DAG 或 佛 波 酯 (PMA) 结 合 ， 
CRR - 2 模 体 中 的 Asn 在 结合 中 起 重要 作用 ,可 增加 DAG 或 PMA 的 结合 力 。DAG 或 PMA 和 CRR 
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模 体 结合 后 ,可 引起 酶 的 变 构 ,改变 肽 链 的 折 重 状态 ,解除 假 底 物 模 体 对 催化 中 心 的 阻 断 作 用 而 导 
致 酶 的 激活 。 

3) 钙 结合 模 体 CaBS。DAG 对 酶 的 激活 需要 Ca+ 的 存在 , 因 Co’ 和 钙 结 合 区 结合 后 可 加 强 酶 
的 变 构 。 故 常规 型 PKC 同时 需要 Ca ,DAG 和 磷脂 酰 丝氨酸 (PS) 激 活 , 还 受到 顺 式 不 饱和 脂肪 酸 
和 溶血 磷脂 酰 胆 碱 的 进一步 激活 。 

PKC 的 C 端 1/2 为 催化 区 域 , 除 有 ATP 结合 模 体 ( 图 14 - 10 中 的 ABS) 外 , 尚 有 蛋白 质 结 合 模 体 
(PBS) 和 催化 位 点 Asp Phe Gly(DFG). 

B 新 型 PKC 

新 型 PKC(novel PKC, nPKC) 48 € 0, 7(L),0,4 五 个 亚 型 , 因 缺 乏 Ca 结合 模 体 , 故 不 需 Ca… 
而 只 需 DAG 和 PS 的 激活 ,其 中 s 和 7(L) 可 受 FI-3,4,5- P; 激活 ,es 还 受到 不 饱和 脂肪 酸 的 激活 。 

C 非典 型 PKC 

非典 型 PKC(atypical PKC, aPKC) 48 €,A,7 三 个 亚 型 , 因 同 时 缺乏 Ca+ 结合 及 DAG 结合 
体 , 故 激活 剂 既 不 需要 Ca 也 不 需要 DAG, 只 受 磷脂 和 不 饱和 脂肪 酸 激活 。 其 中 《 型 也 可 受到 PI 
-3,4,5-P; 及 溶血 磷脂 酸 (LPA) 的 激活 。 

14.5.2.2 有 蛋白 激酶 B 


一 一 1 一 一 一 


7-6 WI COVE] 


AN 


I 481 


Thr305 


y CVO 


I 


A 14-11 PKB 各 亚 型 的 结构 模式 图 
AH 一 Akt 同 源 结构 域 ;PH 一 pleckstrin 同 源 结构 域 

蛋白 激酶 B(PKB) 也 属 ServThr 蛋白 激酶 ,最 早 于 1991 年 由 三 个 研究 组 分 别 同 时 发 现 。 其 中 两 
个 组 发 现 它 的 催化 域 与 PKCe 和 PKA 435) 73% Fl 68% AY AB Tel, BOR A A PKB 和 RAC - PK 
(related to the A and C kinases) ,同时 另 一 个 研究 组 发 现 它 是 T 细 胞 性 淋巴 瘤 逆 转录 病毒 癌 基 因 v- 
akt 的 产物 , 故 又 称 其 为 Akt。 

A PKB 的 亚 型 和 结构 

(a) PKB 的 亚 型 。 目 前 发 现 的 PKB 亚 型 有 很 多 种 ,包括 最 早 发 现 的 PKBa(Aktl、RAC - PKa) & 
后 来 发 现 的 PK8(Akt2、RAC- PKB86) 和 RAC-PKY(PKB7) 等 。 | 
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(b) PKB 的 结构 。PKB 为 单 链 的 结构 ( 见 图 14=-11, 在 N 端 1~147 位 是 调节 区 , 称 为 AH 结构 
域 (Akt homology domain ) ,其 中 1 ~ 106 位 是 PH 结构 域 ,可 能 是 与 其 他 蛋白 质 或 磷脂 等 脂 类 作用 的 部 
位 。148 ~ 411 位 是 激酶 域 , 和 其 他 Ser/Thr 蛋白 激酶 有 较 多 的 同 源 性 ,有 一 个 保守 的 Thr(Thr308/ 
Thr309 或 Thr305) ,从 412 位 起 为 C 端 尾 区 , 除 PKBy 外 ,都 有 一 个 Ser473/474。 

B PKB 的 激活 机 制 

目前 认为 PKB 的 活化 和 膜 转 位 以 及 Thr308 及 Ser473 的 磷酸 化 有 关 ( 见 图 14-12)。PIL-3K 的 
产物 PE-3,4-P, 或 PH-3,4,5-P; 可 以 结合 PKB 的 PH 结构 域 , 使 PKB 向 膜 转 位 ,从 而 更 容易 被 
PKB 激酶 磷酸 化 。 其 中 PI-3,4,5- P, 还 有 第 二 信使 的 作用 ,能 别 构 激活 PKB 激酶 (又 称 USK 或 磷 
脂 酰 肌 醇 依赖 性 蛋白 激酶 - 1,PDK1) ,使 PKB 发 生 Thr308 磷酸 化 ,从 而 发 生 部 分 活化 。 另 外 ,还 存 
在 另 一 种 和 整 联 和 蛋白 (integrin) 相 连 的 PKB 激酶 ,能 特异 性 磷酸 化 PKB 的 Ser473, 从 而 完全 活化 
PKB。 由 此 可 见 ,PKB 的 活化 主要 依赖 于 PI- 3K 产 生 的 3 位 磷酸 化 的 磷脂 酰 肌 醇 。 

最 近 报 道 ,cAMP 也 可 激活 PKB ,而 非典 型 PKC 中 的 PKCE 则 是 PKB 的 负 调 控 因 子 。 


生长 因子 /胰岛 素 


PI-3, 4-P2 


RE ARS 
存活 /增殖 


图 14- 12 PKB 的 激活 机 制 和 功能 
Pi 一 3K 一 磷脂 酰 肌 醇 - 3 -激酶 ;P100 一 磷脂 酰 肌 醇 - 3 -激酶 的 催化 亚 基 ;p85 一 磷脂 酰 肌 醇 - 3 -激酶 的 调节 亚 基 ;PDK 一 磁 脂 
酰 肌 醇 依赖 性 蛋白 激酶 ;E2F 一 延长 因子 2; GSK3 一 糖 原 合成 酶 激酶 - 3;S6K 一 核糖 体 蛋 白 SO BABE (p70™ ) 
C PKB 的 功能 
在 体外 ,PKB 可 以 磷酸 化 合成 肽 RxRyz(S/T)(hy) ,其 中 R 为 精 氨 酸 ,x 为 任何 氨基 酸 ,y Ac 
甘氨酸 外 的 其 他 小 氨基 酸 ,hy 是 大 的 疏水 氨基 酸 。 在 体内 ,PKB 的 底 物 目前 较 确 定 的 有 :(1) 糖 原 
合成 酶 激酶 3(GSKS) ,该 酶 受 PKB 磷酸 化 后 活性 降低 ,再 使 糖 原 合成 酶 因 磷酸 化 减少 而 活性 增加 ， 
从 而 导致 糖 原 合成 增加 而 血糖 降低 。(2) 磷酸 果糖 - 2 -激酶 (PFEK - 2),PKB 能 催化 PFEK- 2 分 子 上 
两 个 Ser 发 生 磷酸 化 而 激活 PFK - 2, 从 而 进一步 激活 磷酸 果糖 - 1 -激酶 (PFK- 1) ,使 糖 酵 解 作用 增 
强 而 血糖 降低 。(3) 核糖 体 蛋白 S6 激酶 (ribosomal protein S6 kinase, p70™™) ,p70 关 是 一 种 和 细胞 在 
丝 裂 源 刺激 下 使 蛋白 质 合 成 增加 的 激酶 ,但 目前 还 不 能 肯定 p70” 的 激活 是 否 直接 受 PKB 磷酸 化 
所 致 。(4) 翻译 因子 抑制 剂 4E- BPI,PKB 还 能 使 4E - BPI 磷酸 化 而 失 活 ,从 而 使 翻译 因子 eaF - 4E 
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去 抑制 而 起 动 翻译 起 始 复合 体 的 形成 ,促进 蛋白 质 的 合成 。(5) 细胞 凋 亡 相关 和 蛋白 BAD ,PKB 可 使 
BAD 的 Serl36 或 /和 Serl12 发 生 磷酸 化 ,磷酸 化 的 BAD 与 抗 凋 亡 蛋白 Bcl-2 或 Bcl-X 解 离 而 与 磷 
酸 丝氨酸 结合 蛋白 14-3-3 结 合 ,已 游离 的 抗 凋 亡 蛋白 Bcl-2 或 Bcl-X 则 可 抑制 细胞 凋 亡 (apop- 
tosis) 。 但 PKB 的 抗 凋 亡 尚 可 能 有 其 他 机 制 ,如 抑制 参与 细胞 凋 亡 的 胱 冬 蛋白 酶 - 3(caspase- 3) 和 
GSK - 3. 

PKB 还 和 很 多 其 他 信和 号 过 程 有 关 , 如 葡萄 糖 的 吸收 (使 葡萄 糖 载 体 - 4,GLUT4 ,向 胞 膜 转移 )、 细 
胞 的 存活 和 增殖 肿瘤 的 转移 和 细胞 的 分 化 等 。 

14.5.2.3 新 蛋白 激酶 PKN 

新 蛋白 激酶 (protein kinase novel，PKN) 是 和 PKB 一 样 在 1996 年 新 报道 的 一 种 受 脂肪 酸 ( 如 花生 
四 烽 酸 ) 及 特殊 脂 类 如 心 磷脂 (Cardiolipid) 激 活 的 蛋白 激酶 , 因 与 PKC 高 度 同 源 , 故 也 称 为 蛋白 激酶 
C 相关 激酶 (protein kinase C releted kinase, PRK). 

A_PKN 的 亚 型 结构 和 调节 

最 近 发 现 PKN 有 vc KB 两 型 ,有 很 大 同 源 性 ,但 它们 的 且 氢 酸 保守 域 的 结构 不 同 。wx = PKN 存 
在 于 各 种 组 织 ,特别 是 脑 , 而 8- PKN 在 正常 成 人 组 织 中 不 存在 ,只 存在 于 人 类 的 肿瘤 细胞 , 主要 定 
位 于 胞 核 及 核 周 高 尔 基体 。 

PKN 的 分 子 量 约 104 x 10 ,C 端 区 为 催化 结构 域 ,与 PKC 的 催化 域 极 为 类 似 。N 端 区 为 调节 结 
构 域 , 有 亮 氨 酸 拉链 (Leucine zipper) 结 构 。 在 GTP 存在 下 ,可 与 小 分 子 G 蛋白 Rho( 主 要 是 RhoA) 以 
1:2 结合 ,位 置 在 PKN 的 74~ 113 位 ,并 受 Rho 和 蛋白 激活 。 两 个 结构 域 之 间 有 富 含 有 睛 氨 酸 的 保守 区 
域 ,可 与 带 SH3(Sre homology 3) 结 构 的 蛋白 质 结 合 。 当 细胞 Fas 受 体 ( 一 种 凋 亡 相 关 受 体 ) 受 刺激 
时 , 胞 内 胱 冬 蛋白 酶 - 3(Caspase- 3) 被 激活 而 水 解 PKN 调节 域 和 催化 域 之 间 的 连接 链 ,使 PKN 的 C 
端 区 形成 一 个 有 激酶 活性 而 不 受 调 节 的 片段 。 

B PKN 的 功能 

PKN 含有 转录 因子 的 亮 氨 酸 拉链 结构 ,是 可 能 具有 转录 因子 的 功能 。 在 应 激 ( 如 热 休 克 \ 亚 
砷 酸 酸 钠 、 血 清 饥饿 等 ) 刺 激 下 ,PKN 转 人 核 中 ,调节 热 休 克 转 导 因 子 (HSF= 1) 的 表达 。Rho - PKN 
言 号 转 导 通路 除 也 应 激 有 关外 ,也 参与 细胞 凋 亡 的 信和 号 转 导 。PKN 与 细胞 骨 架 蛋白 (如 神经 微 纤 维 
A a - actinin) 连 接 ,与 维持 细胞 形态 有 关 , 当 细 胞 受 溶 血 磷 脂 酸 (LPA) 刺 激 时 ,能 促进 细胞 骨架 纤 
维和 斑 块 聚焦 连接 (focal contect) , 使 细胞 骨架 作出 反应 。PKN 还 可 使 细胞 的 细 纤 蛋 自 Vimentin 和 
神经 细胞 的 微 管 结合 蛋白 tau 磷酸 化 ,与 老年 性 痴呆 (Alzheimer 病 ) 中 神经 纤维 缠 结 的 形成 有 关 。 

在 胰岛 素 促进 葡萄 糖 摄 人 细胞 的 信号 转 导 中 ,也 有 Rho 蛋白 和 PKN 的 参与 ,但 其 信号 是 由 Rho 
直接 传 至 PKN 为 主 , 还 是 通过 PI- 3K 的 间接 途径 为 主 则 尚未 解决 。 胰 岛 素 如 何 激活 Rho 也 不 清 
3 


14.5.3 钙 调 蛋白 依赖 性 蛋白 激酶 


钙 调 蛋 白 (calmodulin, CaM) 是 一 种 单 亚 基 的 钙 结合 蛋白 ,有 四 个 结构 域 , 每 个 结构 域 分 别 可 以 
结合 一 个 Ca* 。 只 有 结合 Ca+ 的 钙 调 蛋白 , 即 Caz+ /CaM 复合 物 才 有 生物 活性 。Ca** /CaM 活化 的 
蛋白 激酶 主要 包括 三 类 :磷酸 化 酶 激酶 (phosphorylase kinase) , LEK AE A 2 4 FH BB ( myosin light chain 
kinase,MLCK) 和 钙 调 蛋 白 依 赖 性 蛋白 激酶 (CaM- PK), CaM- PK 至 少 有 工 ~ V 个 亚 型 ,其 中 CaM - 
PKI 的 已 知 底 物 较 多 ,也 意味 着 它 有 多 方面 的 生理 功能 ,由 于 它 能 催化 突 触 蛋 白 工 的 位 点 下 磷酸 
化 ,因而 得 名 CaM- PKI 。 因 为 CaM- PKI 研 究 得 较为 清楚 ,因此 ,这 里 主要 介绍 CaM- PKI. 

14.5.3.1 生化 特征 及 结构 

哺乳 动物 前 脑 中 纯化 的 CaM- PKI 由 8 ~ 10 个 亚 基 组 成 ,每 个 亚 基 分 子 量 约 (50 ~ 60) x 10 。 
这 些 亚 基 分 别 有 c ,8,8" ,y,8 等 ,它们 以 不 同 的 比例 组 合成 不 同 来 源 的 Ca- PKI。CaM- PK 开 的 
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各 亚 基 有 相似 的 结构 ,都 由 4 个 结构 域 组 成 ( 见 图 14 - 13)。 


图 14-13 CaM-PKI 各 亚 基 的 结构 域 
8B8'Y9 亚 基 中 聚合 结构 域 上 的 数字 表示 该 处 插入 的 氨基 酸 残 基数 


A 激酶 域 

位 于 N 端 ,与 其 他 Ser/Thr 蛋白 激酶 有 相同 的 保守 氢 基 酸 残 基 , 用 胰 凝 乳 蛋白 酶 处 理 CaM - PK 
后 能 得 到 氨基 端 1 ~ 271 的 片段 ,上 且 具 有 不 依赖 Ca* /CaM 的 激酶 活性 , oo 亚 基 的 氨基 端 1~ 291 位 
片段 在 细菌 中 表达 产物 同样 有 不 依赖 Ca* /CaM 的 激酶 活性 ,表明 氮 基 端 有 完全 的 酶 活力 ,只 是 通 
常 被 羧 端 的 自 抑 制 域 抑制 其 活动 。 

B 自 抑 制 域 

紧 接 着 激酶 域 ,并 可 和 激酶 域 结合 而 抑制 激酶 活性 ,类似 以 假 底 物 方式 与 激酶 底 物 竞争 而 发 挥 
其 抑制 作用 。 但 也 有 人 认为 CaM- PK 的 自 抑制 域 是 通过 阻止 ATP 的 结合 而 抑制 酶 的 活性 。 

C 人 钙 调 蛋白 结合 域 “ 

在 a 亚 基 位 于 第 296 ~ 311 残 基 段 ,8 亚 基 则 在 297 ~ 310 残 基 段 ,具有 很 强 的 CaM 亲 和 性 。 其 
氨基 酸 特 点 是 :290 ~ 309 氨基 酸 残 基 间 有 80% 的 a 螺旋 ,有 较 多 的 碱 性 氨基 酸 , 还 有 一 个 朴 水 区 。 

D RK 

位 于 C 端 ,与 亚 基 聚 合成 全 酶 有 关 。 另 外 ,与 其 在 亚 细 胞 中 的 分 布 等 也 有 关 。 各 亚 基 的 长 度 
不 同 主要 是 该 结构 域 中 插 人 的 氮 基 酸 残 基数 不 同 而 引起 的 。 

14.5.3.2 CaM- PK 的 激活 

非 活 性 型 的 CaM - PK IL 484 Ca’* /CaM 后 ,立即 成 为 活性 型 。 紧 接着 在 Thr286 KE A SRM 
化 ,使 CaM- PKI 变 成 Ca’* 不 依赖 性 激酶 ,降低 其 本 身 对 CaM 的 亲和力 ,与 CaM 解 离 的 CaM - PK 
因 仍 保持 Thr286 的 磷酸 化 而 仍 有 活力 ,最 后 磷酸 基 团 被 水 解 而 使 酶 回复 到 非 活性 形式 ( 见 图 
14- 14)。 因 CaM- PK 开 能 保持 对 Ca 激活 的 “记忆 ”, 因 此 人 们 认为 神经 组 织 中 的 CaM- PKI 能 作 
为 神经 记忆 分 子 。 

CaM- PK 开 的 底 物 包括 很 多 酶 .骨架 蛋白 离子 通道 和 转录 因子 等 , 故 在 体内 的 功能 十 分 广泛 ， 
# 14-3 列举 了 神经 细胞 中 CaM - PK IL AY AT REE. 
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2 
Ca” 


Ca ** /CaM 


peg = gel 


快 


(a) 无 活性 型 


PO, 8 


(d)Ca” 不 依赖 型 (无 CaM ) (c) Ca 不 依赖 型 〈 带 Ca ) 


ba 得 调 蛋白 结合 域 

< 自 抑制 域 

efe 2855 

一 @ FAK 
图 14-14 CaM-PKI 的 激活 过 程 

(a) 自 抑 制 域 和 激酶 域 结 合 使 酶 无 活力 ;(b) Ca2+ /CaM 与 酶 的 CaM 结合 域 结 合 使 酶 变 构 ， 
自 抑 制 域 脱离 激酶 域 , 从 而 使 酶 活化 ;(e) 活化 的 酶 发 生 Thz286 自身 磷酸 化 而 成 Ca+ 不 依 
赖 型 ;(d) Ca2+ 不 依赖 型 的 酶 因 Thrz286 仍 有 磷酸 化 而 有 活力 


表 14-3 CaM- PKI 在 神经 细胞 中 的 可 能 底 物 


底 物 蛋白 

突 触 前 

REA I 

Tau 蛋白 

AR 

酷 氨 酸 羟 化 酶 
突 触 后 

微 管 相 关 和 蛋白 工 

BIR ZN | 

钙 神 经 蛋白 (calnurin) 
基因 表达 

S6 

类 固 醇 反 应 元 件 组 合 蛋 白 


底 物 蛋白 磷酸 化 与 功能 的 关系 


调节 突 触 宫 泡 的 可 利用 人 性 
调节 轴 突 微 管 
5 -羟色胺 合成 
儿 茶 酚 胺 合成 


调节 树 突 细胞 微 管 
调节 离子 促进 型 谷 氨 酸 受 体 
钙 依 赖 性 蛋白 磷酸 酶 


翻译 因子 
转录 因子 
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14.5.4 丝 裂 源 激 活 蛋 白 激酶 信号 流 中 的 蛋白 激酶 家 族 


丝 裂 源 激活 蛋白 激酶 (mitogen-activated protein kinase, 简称 MAPK) 是 细胞 信和 号 转 导 过 程 中 的 一 
类 重要 的 Ser/Thr 蛋白 激酶 ,普遍 存在 于 各 种 生物 中 ,因而 存在 MAPK 家 族 。 目 前 发 现 的 哺乳 细胞 
中 MAPK 家 族 至 少 有 三 个 亚 家 族 :(1) ERK(extracellularly-responsive kinase, 简 称 ERK);(2) JNK/SAPK 
(c- Jun N - terminal kinase, 简 称 JNK, 2X stress-activated protein kinase, 简称 SAPK);(3) p38 -MAPK( 见 
图 14- 15A)。 最 近 又 发 现 一 些 MAPK 的 家 族 成 员 ,如 ERK3、ERK5 和 p38 相关 的 蛋白 激酶 等 ,但 它 
们 的 功能 和 调节 还 不 清楚 。 所 有 这 三 个 亚 家 族 的 MAPK 的 激活 都 有 着 共同 的 特点 , 即 它们 的 活化 
都 经 过 一 个 蛋白 激酶 的 级 联 激 活 系统 :MAPKKK(MAPK kinase Kinase) 家 族 一 MAPKK(MAPK kinase) 
RR MAPK 家 族 。 其 中 ,MAPKKK 和 MAPK 都 是 SevThr 蛋白 激酶 ,而 MAPKK 则 是 “ 双 功能 "激酶 ， 
既 能 磷酸 化 Ser/Thr 又 能 磷酸 化 Tyr( 见 图 14- 13B)。 但 参与 ERK、JNKVSAPK 和 p38 - MAPK 三 个 级 
联 激活 系统 的 MAPKKK 和 MAPKK 都 不 相同 。 这 一 蛋白 激酶 超 家 族 的 种 类 十 分 繁多 , 虽然 大 部 分 
都 是 SewvThr 蛋白 激酶 ,但 有 些 Ser/Thr 蛋白 激酶 具有 Tyr 蛋白 激酶 的 活力 。 


激动 剂 
激动 齐 上 游 激 活 剂 
ne 上 
Aer 
| PAK 
Rat MEKK ASK1 
MEK JNKK  MKK3, MKK6 
' | pres ~~ | 
MAPK ERK JNK P38 


图 14-15 MAPK 信号 流 中 的 蛋白 激酶 
Ras, Rac, Cdec42Hs 一 小 分 子 G 蛋白 ;PAK 一 p21 相关 蛋白 激酶 ;B 一 MAPK 的 级 联 激活 ; 


Ss 一 丝氨酸 ;T 一 苏 氨 酸 ;Y 一 酷 氨 酸 ;X 一 任意 氨基 酸 ;P- 一 磷酸 基 团 

14.5.4.1 ERK 系统 的 级 联 成 员 

最 早 ,在 研究 胰岛 素 和 其 他 一 些 多 肽 生长 因子 刺激 细胞 时 ,由 于 受 体 TPK 活化 而 发 生 微 管 相 
关 和 蛋白 - 2 的 磷酸 化 时 发 现 了 ERK。 随 后 发 现 ,ERK 的 活化 过 程 是 一 系列 蛋白 激酶 逐 级 连续 激活 的 
过 程 。 这 一 系列 蛋白 激酶 分 别 是 :属于 MAPKKK 级 的 Raf 亚 家 族 ; 属 于 MAPKK 244) MEK1/MEK2 和 
属于 MAPK 级 的 ERK 亚 家 族 ( 见 图 14- 1SA)。 

A Rof 
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Raf 是 一 个 病毒 癌 基 因 v- Raf 同 源 的 细胞 基因 c - Raf Po, EA HES Raf 主要 有 三 种 亚 
类 ,A-Raf.B- Raf #1 C - Raf - 1,4¢- 9 (40 ~ 75) x 10°. Raf 家 族 均 含 有 三 个 高 度 的 保守 区 
(CR) ,CR1 ~ CR3。CRI1 为 富 含 cys 残 基 的 结构 域 ,又 称 CRD ,其 中 有 和 锌 指 结构 可 以 结合 磷脂 酰 丝 氮 
酸 (PS) ,还 有 两 个 Ras 结合 域 。CR2 富 含 SevThr 残 基 , 有 磷酸 化 位 点 ,为 Raf 激酶 活性 的 调节 区 。 
CR3 位 于 C 端 ,是 Raf 的 Ser/Thr 蛋白 激酶 的 催化 域 ,含有 Tyr 和 Ser, 它 们 的 磷酸 化 修饰 也 可 改变 
Raf 的 激酶 活性 。 最 近 还 发 现 C- Raf- 1 的 C 末 端 还 有 和 磷脂 酸 (PA) 的 高 亲 和 结 构 域 。 

非 活 化 状态 的 Raf- 1 通过 CR-1 BAH PS 和 一 个 称 为 14-3-3 的 了 PS 结合 蛋白 相 结合 ,从 而 
稳定 Raf- 1 于 非 活化 状态 。Ras 经 活化 成 Ras- GTP 后 ,与 Raf 的 Ras 结合 域 结合 ,使 Raf 脱离 14 - 
3-3 而 从 胞 浆 转 位 到 膜 上 ,这 一 过 程 受 到 膜 上 的 PS 增强 。 但 是 Raf 的 完全 活化 , 尚 需 受 非 受 体型 
TPK 如 Sre 的 作用 ,使 Trr340 和 Tyr341 磷酸 化 ,Raf- 1 也 可 在 Ser259 上 发 生 自身 磷酸 化 而 自身 激 
活 。 此 外 ,PKC 也 可 使 Raf- 1 中 CR3 域 的 Ser499 磷酸 化 而 激活 Raf。 反 之 ,在 Raf N 端的 Ser43 可 受 
PKA 磷酸 化 而 抑制 Raf 的 活性 ,可 见 PKC 和 PKA 分 别 使 C 端 和 AN 端 磷 酸化 而 双重 调控 Raf 的 活性 。 

B MEK 

MEK 主要 包括 MEK1 和 MEK2 ,它们 有 一 个 富 含 Pro 的 结构 域 可 以 结合 Raf, 并 作为 Raf 的 底 物 
受 其 磷酸 化 而 激活 。MEK 是 可 溶性 酶 ,然而 ,是 膜 上 活化 后 的 Raf 返回 胞 浆 中 激活 MEK, 还 是 MEK 
在 近 膜 区 域 受 Raf 激活 ,目前 还 不 清楚 。 体 外 实验 结果 ,C- Raf 和 A- Raf 能 在 缺乏 膜 的 情况 下 磷 
酸化 并 MEK 并 激活 MEK。 和 其 他 MAPKK 一 样 ,MEK 是 “ 双 功 能 ”激酶 ,能 先后 有 序 地 催化 MAPK 
分 子 中 ThrXaaTyr(TXY) 模 体 的 Tyr 和 Thr 残 基 的 磷酸 化 。 在 MAPK 的 ERK 亚 家 族 中 的 TXY 模 体 是 
TEY, 故 MEK 又 称 为 TEY 激酶 ,ERK 中 的 Tyr 和 Thr 顺序 磷酸 化 是 ERK 激活 所 必需 的 。 

C ERK 

目前 已 发 现 的 ERK 至 少 有 三 个 :ERK1、 ERK2 和 ERK3, ERK1 和 了 RK2 的 分 子 量 为 4 x 10 和 
42 x 10?( 故 通常 又 称 为 p44- MAPK 和 p42 - MAPK) , ERK3 的 分 子 量 为 62 x 10 。 其 中 ERK1,2 是 研 
究 得 较 清 楚 的 MEK 的 底 物 。ERK 受 MEK 活化 后 可 以 转 位 到 细胞 核 内 ,使 很 多 依赖 磷酸 化 激活 的 
转录 因子 或 转录 过 程 所 需 的 酶 发 生 磷酸 化 ,如 转录 因子 EIK-1 和 TAL-1 以 及 RNS 聚 合 酶 工 等 。 
其 他 核 蛋 白 如 c- fos\c- myc\e- myb、Ets — 2, p53 和 STAT 也 可 受到 了 RKs 的 磷酸 化 。 一 些 结构 蛋 
白 ,如 微 管 相 关 和 蛋白 - 2 等 也 能 作为 ERK 的 底 物 ,这 些 蛋 白 的 磷酸 化 可 以 调节 细胞 的 结构 。 有 趣 的 
是 ERK 的 上 游 分 子 如 Sos 蛋白 也 可 以 受 ERK 的 磷酸 化 ,这 可 能 是 一 种 反馈 调节 作用 。 和 大 多 数 
MAPK 一 样 (ERK3 可 能 例外 ) , ERK1 和 ERK2 是 Pro 依赖 的 Ser/Thr 蛋白 激酶 ,优先 磷酸 化 底 物 中 有 
ProXaaSer/Thr 或 者 至 少 是 SevThrPro 结构 。ERK3 的 磷酸 化 模 体 则 是 Ser Glu-Gly(SEG)。 

14.5.4.2 JNK/SAPRK 系统 的 级 联 成 员 

最 早 发 现 某 些 细 胞 受 一 些 生长 因子 、 细 胞 因子 作用 或 受 癌 基 因 转 化 后 ,转录 因子 ec- Jan WA 
基 末 端 被 某 个 蛋白 激酶 磷酸 化 而 激活 ,人 们 将 这 一 蛋白 激酶 称 为 c- Jun BER i HA BB (INK). FA 
外 ,也 有 人 发 现 一 些 环境 应 激 因素 ,如 紫外 辐射 .炎症 细胞 因子 (TNF - <, 正 - 1) 以 及 细菌 脂 多 糖 
LPS 等 也 能 使 ec - Jun 的 氨基 末端 被 磷酸 化 ,他们 称 这 种 激酶 为 紧张 活化 蛋白 激酶 (SAPK)。 经 基因 
克隆 后 发 现 ,JNK 就 是 SAPK。JNK 也 属于 MAPK 成 员 ,并 和 JNKK MEKK 构成 一 条 MAPK 信和 号 途径 
(图 14- 1SA)。 

A MEKK 

属于 MAPK 信和 号 系统 中 的 MAPKKK 家 族 。 包 括 MEKK1,MEKK2 和 MEKK3。 尽 管 MEKK1 相当 
于 ERK 信和 号 流 中 的 Raf, 但 它 不 同 于 Raf。 纯 化 的 MEKK1 处 于 激活 状态 ,但 它 在 静 息 细胞 内 可 能 和 
一 种 抑制 剂 结合 ,而 在 外 界 刺 激 信 号 转 和 人 时 脱离 抑制 剂 而 被 激活 。 小 G 蛋白 Rac 和 Cdc42Hs 可 通 
过 P21 蛋白 活化 激酶 - 1(PAK - 1) 调 节 MEKK1。MEKK3 除了 能 磷酸 化 激活 JNKK 外 ,可 能 还 可 激活 
ERK 系统 中 的 MEK。 

B JNKK 

属于 MAPK 信和 号 系统 中 MAPKK 家 族 , 相 当 于 ERK 信和 号 流 中 的 MEK. # JL ANZ JNKKI( 又 称 
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MKK - 4) ,它们 都 是 “ 双 功 能 ”激酶 ,可 以 先后 磷酸 化 底 物 INK 蛋白 ThrProTyr(TPY ) 模 体 中 的 Tyr 和 
Thr, 从 而 活化 JNK, 故 JNKK 又 称 TPY 激酶 。JNKK 也 能 激活 p38 - MAPK. 

C JNK/SAPK 

属于 MAPK 信号 系统 中 的 MAPK 家 族 , 相 当 于 ERK 信和 号 流 中 的 ERK, (48 JNK1,JNK2 和 JNK3 
或 称 SAPKa SAPK8 和 SAPKYy。JNK1 和 JNK2 在 多 数 细胞 中 表达 ,JNK3 则 主要 存在 于 神经 细胞 中 。 
INK 可 使 一 些 转录 因子 磷酸 化 ,如 JNK2 对 ec - Jun 的 亲 和 性 最 强 , 使 N 端 Ser63 \Ser73 磷酸 化 ,其 次 
是 JNK1, 除 c-Jun 外 ,JNK 还 能 磷酸 化 其 他 转录 因 TCF(temary complex factor, 如 Elk-1) 和 ATF-2 
(cAMP 反应 元 件 结合 蛋白 家 族 成 员 ) 等 。 

14.5.4.3 p38- MAPK 系统 的 级 联 成 员 

脂 多 糖 (lipopolysccharide ,简称 LPS) 结 合 细胞 表面 CD14 后 ,引起 细胞 内 MAPK 信号 流 的 激活 ， 
尤其 是 诱导 了 一 种 分 子 量 为 38 x 10 的 蛋白 质 发 生 酷 氨 酸 磷酸 化 ,这 种 蛋白 质 称 为 p38 蛋白 。 经 
序列 分 析 ,发现 p38 是 MAPK 家 族 成 员 。 构 成 p38 相关 的 MAPK 系统 的 级 联 成 员 主 要 有 :ASK1、 
MKK3/MKK6 和 p38( 图 14- 15A) 。 一 些 应 激 因素 ( 除 脂 多 糖 外 还 有 渗透 压 变 化 等 ) 和 细胞 因子 引导 
的 细胞 凋 亡 ,可 能 需要 激活 这 一 信和 号 流 。 

A ASK1 

最 近 才 发 现 的 ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1 ,简称 ASK1) 属 于 MAPKKK 家 族 。 它 既 能 
磷酸 化 MKK3/MKK6 ,也 能 磷酸 化 JNKK1。 有 关 ASK] 的 很 多 细节 还 很 不 清楚 。 

B MKK3/MKK6 

属于 MAPKK 家 族 。 在 6 种 亚 型 的 MKK 中 ,只 有 3 和 6 型 MKK 是 活化 p38 的 蛋白 激酶 。 它 也 
是 “ 双 功 能 ”激酶 ,能 先后 磷酸 化 p38 中 的 Thr Gly Tyr(TCY) 模 体 中 的 Tyr 和 Thr, 从 而 激活 p38, 故 
MKK 又 称 TCY 激酶 。 

C p38 

属于 MAPK 家 族 。 是 酵母 HOG] 蛋白 的 结构 同 源 物 (HOG1 是 酵母 中 的 MAPK 之 一 )。 它 可 以 
受 MEK3、 MEK4 和 MEK6 磷酸 化 而 激活 。 作 为 蛋白 激酶 , 它 本 身 可 以 磷酸 化 多 种 转录 因子 ,如 TCC. 
ATF-2 和 MEF-2C 等 。 


14.5.5 栈 氨 酸 蛋 和 白 激酶 


1980 年 ,有 人 发 现 Sre 基因 编码 的 蛋白 质 是 一 个 专 一 性 磷酸 化 酷 氢 酸 的 蛋白 激酶 , 称 为 酷 氨 酸 
蛋白 激酶 (tyrosin protein kinase，TPK) , 简称 栈 氨 酸 激酶 。 自 此 , 越 来 越 多 的 TPK 及 其 底 物 相继 被 发 
现 。 所 有 的 TPK 可 以 简单 的 分 成 两 大 类 : 受 体 型 TPK(R - TPK) 和 非 受 体 型 TPK(TPK) 。 

1 和 53 人体 弄 TPR 

受 体 型 TPK 包括 许多 具有 器 膜 结构 的 多 肽 类 生长 因子 受 体 , 如 表皮 生长 因子 (EGF) 受 体 、 血 小 
板 源 因 子 (PDGF) 受 体 、 集 落 刺 激 因子 (CSF) 受 体 、 肝 生长 因子 (HCF) 受 体 、 胰 岛 素 受 体 等 。 一 些 配 
体 还 不 很 清楚 的 细胞 表面 受 体 , 如 ret eck 等 基因 编码 的 产物 也 属 受 体型 TPK。 

A 受 体型 TPK 的 亚 类 

根据 结构 上 的 特点 ,尤其 是 配 体 结合 域 中 的 一 些 序 列 的 相似 性 及 结构 特点 , 受 体 型 TPK 又 可 
分 成 九 个 亚 类 ,同一 亚 类 中 的 成 员 有 共同 的 结构 特点 ( 见 图 14- 16)。 

B 受 体型 TPK 的 结构 特点 

受 体型 TPK 包含 四 个 功能 域 。 从 氮 基 末端 开始 ,有 一 个 由 数 百 个 氨基 酸 组 成 的 细胞 外 配 体 结 
合 域 ,这 个 区 域 通 常 被 糖 基 化 修饰 。 跨 膜 区 域 包含 一 段 疏 水 性 氨基 酸 组 成 的 多 肽 链 , 跨 膜 一 次 ,在 
胞 浆 段 有 一 个 催化 域 和 调节 域 。 配 体 结 合 域 是 受 体 TPK 结构 中 最 具 特 色 的 部 分 ,由 多 种 可 识别 序 
列 组 成 ( 见 图 14- 16)。 有 的 含 多 半 胱 氨 酸 残 基 结构 有 的 含 多 个 免疫 球 蛋 白 样 结构 ` 有 的 含 纤 连 蛋 
白 (fibronectin) 样 结构 等 ,这些 不 同 结构 模 体 的 折 释 构成 了 配 体 专 一 性 结合 位 点 。 跨 膜 域 将 受 体 固 
定 在 细胞 质 膜 上 , 当 配 体 和 受 体 结合 后 , 跨 膜 域 在 结构 上 可 能 发 生 一 系列 的 变化 ,此 结构 的 变化 可 
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图 14- 16 不 同类 型 受 体 TPK 的 结构 
EGFR 一 表皮 生长 因子 受 体 ;ICGF - 1R 一 类 胰岛 素 生长 因子 - 1 受 体 ;PDGFxR、PDGFPR 一 血小板 源 生 长 因子 w\8 受 体 ;MCSF 
-1R 一 单 核 集落 刺 激 因子 - 1 受 体 ;FGFR 一 纤维 生长 因子 受 体 ;VEGFR 一 血管 内 皮 细 胞 生长 因子 受 体 ;HGFR 一 肝 生 长 因子 
受 体 ;HER - 2/neu/c - erb bc- kitFlHL Met Trik、Eph、Elk、Eck、EeK、Erk、Cek4/MelwHEK、Cek5 一 均 为 相应 的 细胞 基因 产物 ; 
AXI 一 一 种 受 体 蛋白 
以 引起 受 体 的 聚合 而 激活 受 体 。 催 化 域 大约 由 260 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 与 SewThr 蛋白 激酶 不 同 ， 
TPK 在 催化 域 有 二 个 保守 的 模 体 , 第 一 个 为 DLAARN; 第 二 个 是 VPIKW, HAR (W) AR 
(P) 高 度 保守 。 两 个 保守 模 体 都 可 能 存在 于 活性 中 心 附 近 , 第 一 个 保守 模 体 中 的 AAR ,其 精 氨 酸 
(R) 带 正 电 荷 , 可 以 与 ATP 的 y 磷酸 基 团 形成 离子 键 , 第 二 个 保守 模 体 可 能 与 底 物 酷 氨 酸 的 识别 有 
关 。 有 趣 的 是 ,有 些 TPK 的 催化 域 被 一 些 激 酶 插 和 人 序列 (kinase insert region) 分 开 , 但 在 空间 上 ,催化 
域 可 能 并 没有 被 分 开 , 因 这 些 插 人 序列 可 能 是 形成 突出 的 环 而 存在 。TPK 的 调节 域 可 能 有 多 处 ,如 
羧基 端 近 膜 侧 的 区 域 和 插 人 序列 。 这 些 区 域 包含 很 多 对 TPK 正常 功能 有 重要 意义 的 结构 信息 ,如 
包含 自身 磷酸 化 的 位 点 ,被 SerThr 蛋白 激酶 磷酸 化 的 位 点 ,以 及 一 些 与 其 运输 、 活 性 下 调 等 方面 的 
调节 有 关 的 位 点 。 | 
14.5.5.2 非 受 体 型 TPK 
非 受 体型 TPK 不 具备 和 配 体 结合 的 能 力 ,它们 一 般 存 在 于 细胞 浆 和 胞 内 颗粒 性 组 分 中 ,分 子 
EM 40x 10 到 120 x 10 不 等 。 在 各 种 组 织 和 细胞 中 广泛 存在 。 
A 非 受 体型 TPK 的 分 类 
根据 在 亚 细 胞 定位 和 表达 情况 , 非 受 体型 TPK 可 以 分 成 八 类 ,分别 为 Sre, Fak, Abl, Syk, Fps, 
Jak, Csk 和 Btk 八 个 家 族 ( 见 表 14-4)。 
B ， 非 受 体型 TPK 的 结构 
与 受 体型 TPK 不 同 , 非 受 体型 TPK 没有 配 体 结 合 域 和 跨 膜 域 ,除了 有 激酶 活性 和 催化 域外 (Src 
家 族 有 保守 的 模 体 DLRAAN) ,大 多 还 有 SH2 结构 ,或 兼 有 SH2 结构 和 SH3 结构 。SH2 结构 约 100 
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个 氨基 酸 组 成 ,含有 和 磷酸 酷 氨 酸 肽 段 结合 的 位 点 。SH3 结构 域 约 60 + ARERAK SABA 
氨 酸 肽 段 结合 的 位 点 ( 见 图 14- 17)。 


表 14-4 非 受 体 型 TPK 的 表达 组 织 和 亚 细 胞 分 布 


家 族 成 员 数 表达 的 组 织 亚 细 胞 分 布 
Sre 9 广泛 表达 各 种 细胞 膜 质 结构 
Fak 1 广泛 表达 细胞 粘着 斑 
Abl 2 广泛 表达 胞 核 及 胞 质 
Syk 2 syk 在 B 细 胞 ,ZAP-70 在 T 细 胞 胞 质 
Fs 3 Fer, Fik 广泛 表达 胞 核 及 胞 质 

Fps 主要 在 造血 细胞 胞 质 
Jak 3 大 多 造血 组 织 胞 质 

Csk 1 广泛 表达 胞 质 

Btk 3 某 些 造 血细胞 ,Tec 在 肝脏 胞 质 


Fps Csk Btk 


家 族 «Se Fak Ab1 Syk Jak 


GHB kinase (—) sH2 (C—) SH3 


14-17 几 种 非 受 体型 TPK 的 结构 
有 的 家 族 如 Sre 家 族 ,N 端的 15 个 氨基 酸 是 膜 定 位 必需 的 ,这 部 分 结构 可 以 在 蛋白 翻译 后 加 工 
WE PAA FEB. BE Sre Fl Blk 外 ,Sre 家 族 的 其 他 成 员 通常 还 在 半 胱 氨 酸 上 有 棕榈 酰 化 ,这 两 种 
脂肪 酰 化 都 是 它们 锚 定 在 膜 上 所 必需 的 。 


14.6 重要 的 细胞 跨 膜 信和 所 转 导 通路 


各 种 能 影响 细胞 活动 的 外 界 信号 分 子 ,诸如 激素 、 细 胞 因子 、 神 经 递 质 , 帮 至 药物 、 毒 素 以 及 环 
境 物理 因素 均 有 各 不 相同 的 信号 转 导 通 路 。 严 格 说 来 , 凡 能 引起 不 同 生物 效应 的 因素 都 有 各 自 特 
异 的 信号 转 导 通路 。 但 是 相似 的 化 学 物质 或 能 引起 相似 生物 效应 的 物质 往往 有 类 似 的 信号 转 导 方 
式 。 本 节 拟 将 几 类 重要 的 细胞 跨 膜 转 导 通路 予以 介绍 。 


14.6.1 环 腺 背 酸 介 导 的 跨 膜 信号 转 导 
这 是 最 早 被 发 现 的 细胞 信和 号 转 导 系统 。1957 年 Sutherland 用 肾上腺 素 作 用 于 破碎 的 肝 细 胞 
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后 ,发现 磷酸 化 酶 活性 增高 。 进 一 步 发 现 这 一 作用 与 一 种 热 稳定 因子 cAMP 的 产生 有 关 , 后 来 以 
cAMP 加 入 肝 切 片 ,同样 激活 磷酸 化 酶 ,并 促进 糖 原 分 解 ,从 而 提出 了 肾上腺 素 的 作用 是 通过 cAMP 
而 实现 的 观点 ,将 CAMP 称 为 第 二 信使 。 

14.6.1.1 以 AMP 为 第 二 信使 的 入 号 分 子 

大 多 数 肽 类 激素 ,包括 下 丘脑 的 释放 激素 、 垂 体 促 激素 、 抗 利尿 激素 . 甲 旁 腺 素 、 绒 毛 膜 促 性 腺 
激素 、 胰 高 血糖 素 等 都 是 通过 细胞 膜 上 相应 的 受 体 ,将 信和 号 传 至 G, 蛋白 ,经 C, 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 
(AC) ,引起 cAMP 合成 增多 。 儿 茶 酚 胺 的 8 受 体 ( 典 型 配 体 为 异 两 基 肾 上 腺 素 ) 也 通过 类 似 的 方式 
激活 AC 和 升 高 cAMP。 因 此 ,cAMP 是 这 类 激素 的 第 二 信使 。 毛 猴 碱 毒素 (Forskolin) 则 可 不 依赖 C 
蛋白 的 情况 下 激活 AC。 然 而 AC 也 可 受到 一 些 信和 号 分 子 的 负 调 控 , 如 生长 抑 素 (somatostin) 受 体 和 
儿 茶 酚 胺 02 受 体 (典型 配 体 为 去 甲 吧 上 腺 素 ) 可 通过 Gi; 蛋白 抑制 AC 的 活性 ,使 cAMP 的 浓度 下 
调 。 不 同 组 织 的 前 列 腺 素 El 的 受 体 因 偶 联 不 同 的 GC 蛋白 G. 或 Gi , 故 对 cAMP 的 生成 有 不 同 的 作 
用 。 

14.6.1.2 cAMP 的 第 二 信使 作用 

cAMP 的 生物 效应 几乎 全 部 是 通过 PKA 来 实现 的 ,cAMP 结合 PKA 的 调节 亚 基 ,使 调节 亚 基 与 
催化 亚 基 解 聚 而 活化 PKA 的 催化 亚 基 。 后 者 可 通过 一 系列 蛋白 激酶 引起 磷酸 化 级 联 反应 ,最 后 激 
活 或 抑制 一 些 代 谢 过 程 的 关键 酶 。 以 下 列 数 例 说 明之 ,其 中 (+ ) 代 表 酶 受 磷 酸化 而 激活 ,(= ) 代 表 
酶 受 磷酸 化 而 抑制 。 

(1) PKA-~ 糖 原 磷 酸化 酶 b 激 酶 ( + ) 一 糖 原 磷 酸化 酶 b 型 转 为 a 型 ( + ) 一 糖 原 分 解 。 

(2) PKA-~> 糖 原 合成 酶 D 型 转 为 工 型 ( - ) 一 糖 原 合成 减少 。 

(3) PKA 一 磷酸 果糖 - 2 -激酶 ( - )/ 果 糖 - 1,6- 二 磷酸 酯 酶 ( + )( 该 两 酶 活力 存在 于 同一 蛋白 质 
的 不 同 结构 域 )- 果 糖 - 2,6 -二 磷酸 浓度 下 降 一 糖 酵 解 减弱 , 糖 异 生 增 强 。 

(4) PKA->~ 丙 酮 酸 脱 氢 酶 ( - ) 一 糖 氧 化 分 解 减弱 。 

(5) PKA-~ 乙 酰 CoA 羧 化 酶 ( - ) 一 脂肪 酸 合成 减少 。 

(6) PKA->~ 甘 油 三 酯 脂肪 酶 ( + ) 一 脂肪 分 解 增强 。 

14.6.1.3 cAMP 介 导 的 转录 水 平 的 调控 

cAMP 激活 PKA 后 ,除了 可 以 使 一 些 代 谢 相 关 的 酶 发 生 磷酸 化 以 调节 代谢 外 ,活化 的 PKA 催化 
亚 基 也 可 以 进入 核 内 ,磷酸 化 一 些 转录 因子 ,直接 调节 转录 因子 的 活性 ,从 而 激活 cAMP 诱导 的 基 

因 表 达 。 

细胞 核 内 基因 DNA 受 cAMP - PKA 诱导 的 基因 转录 调控 区 ,都 存在 着 一 个 由 8 个 碱 基 组 成 的 
共同 DNA 序列 ,TCACGTCA , 称 为 cAMP 反应 元 件 (cAMP response element, CRE) 。 能 与 CRE 结合 的 
蛋白 质 , 称 为 CRE 结合 蛋白 (CRE binding protein,CREB)。 目 前 发 现 的 CREB 至 少 有 10 种 以 上 ,它们 
的 C 端 都 有 亮 氨 酸 拉链 结构 ,为 DNA 结合 域 。N 端 为 转录 活化 域 , 包 含 两 个 不 同 的 区 域 , 一 个 是 磷 
酸化 盒 (phosphorylation box, P- Box) 或 称 为 激酶 诱导 域 (KID) ,包含 多 个 磷酸 化 位 点 ,可 以 被 多 种 激 
酶 磷酸 化 ,如 PKA、PKC、 糖 原 合成 酶 激酶 - 3 和 酪 蛋白 激酶 (CK) I 和 开 等 。 另 外 一 个 是 存在 于 了 P- 
Box 两 边 的 富 含 Gln 残 基 的 区 域 (Q1 和 Q2 区 ) ,可 能 与 RNA 聚合 酶 的 结合 有 关 。 当 PKA 的 催化 亚 
基 进 入 核 内 ,使 CREB 的 P- Box 上 133 位 Ser 磷酸 化 而 活性 增强 ,催化 亚 基 还 可 使 一 些 其 他 有 关 和 蛋 
白质 如 CRE 调节 蛋白 (CREM) 和 转录 因子 ATE 等 因 磷酸 化 而 激活 ,结果 引起 基因 的 表达 ( 见 图 14- 
18). 

14.6.1.4 cAMP 的 降解 

细胞 内 cAMP 的 水 平 也 受到 cAMP 磷酸 二 酯 酶 的 调节 ,此 酶 能 水 解 cAMP 成 5 - AMP, {# cAMP 
的 刺激 信号 终止 。 很 多 cAMP 磷酸 二 酯 酶 受到 胞 浆 Ca 水 平 升 高 的 活化 ,Ca 结合 到 钙 调 蛋 白 ， 
Ca / 钙 调 蛋白 复合 物 可 以 结合 到 cAMP 磷酸 二 酯 酶 ,从 而 激活 cAMP 磷酸 二 酯 酶 活性 ,使 CAMP 水 
解 。 

14.6.1.5 YAR Fo KRG MiB A HOR 
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cAMP 诱导 基因 


图 14- 18 cAMP 信号 转 导 引 起 的 基因 转录 
R( 膜 上 ) 一 受 体 ; G 一 G 蛋白 ; AC 一 腺 苷 酸 环 化 酶 ;R( 胞 浆 ) 一 PKA 调节 亚 基 ; C—PKA 催化 亚 基 ; CRE— 
cAMP 反应 元 件 ;CREB 一 CRE 结合 蛋白 ;CREM 一 CRE 调节 蛋白 ;ATF 一 一 种 转录 因子 
环 鸟 昔 酸 (cGMP) 是 由 鸟 苷 酸 环 化 酶 (GC) 产 生 的 ,后 者 不 需要 和 G 蛋白 偶 联 而 本 身 就 是 一 种 
跨 膜 受 体 ,可 与 外 界 信号 分 子 如 心房 利 钠 肽 直接 结合 。cGCMP 通过 蛋白 激酶 CC(PKC) 使 一 系列 蛋白 
质 磷 酸化 ,引起 激活 或 失 活 ,从 而 表现 生物 效应 。 有 趣 的 是 cGMP 引起 的 生物 效应 在 很 多 方面 恰巧 
和 cAMP 相反 ,如 cGMP 降低 细胞 内 Ca 浓度 ,降低 心肌 收缩 力 ,而 cAMP 则 使 细胞 内 Ca YR BE EFL 
而 促进 心肌 收缩 。 因 此 ,过 去 曾 把 cAMP 和 cGMP 看 作对 生理 效应 的 正 负 调节 剂 ,提出 所 谓 “ 阴 阳 ” 
14.6.2 ”磷脂 酶 C 介 导 的 跨 膜 信号 转 导 


磷脂 酶 C 中 PC - PLC 的 产物 是 甘油 二 酯 (DAG) 和 磷酸 胆 碱 ,其 中 DAG 有 第 二 信使 的 作用 ;而 
PI- PLC 除 产生 DAG 外 ,还 生成 I- 1,4,5- 书 (PP,), 均 有 第 二 信使 的 作用 。 故 此 处 分 别 介绍 FI- 
PLC/PC - PLC - DAG - PKC 和 PI- PLC- IP, 两 条 信和 号 转 导 通路 。 

14.6.2.1 磷脂 酶 C- 甘 油 二 酯 -蛋白 激酶 C 通路 

A 激活 PLC 的 信号 分 子 

表 14-5 总 结 了 一 些 重要 的 激活 PEL- PLC 的 胞 外 信号 分 子 和 受 体 ,PI - PLC 的 激活 有 通过 CE 
AM TPK 两 种 方式 。 有 些 因 子 主要 通过 G 蛋白 ,如 胆 碱 能 曹 毒 碱 m 受 体 和 肾上腺 能 ol 受 体 激动 
剂 的 信号 以 及 蛙 皮 素 .凝血 酶 等 , 另 一 些 则 主要 通过 受 体 TPK, 如 生长 因子 ECGF 和 PDGF; 或 非 受 体 
型 TPK, 如 下 -6。 但 也 有 些 信号 分 子 在 目前 还 缺乏 主要 通过 哪 一 方式 激活 PIE- PLC 的 报道 ,其 中 
有 些 分 子 如 下 丘脑 和 垂体 激素 也 能 通过 cAMP 转 导 信和 号 ,可 能 一 个 信号 分 子 作 用 于 不 同 细 胞 的 受 
体 时 会 引起 不 同 的 信号 转 导 方式 ,如 抗 利 尿 激素 (加 压 素 Vesopressin) 作 用 于 肾脏 时 , 主要 通过 
cAMP 通路 。 而 作用 于 肝脏 时 则 主要 通过 PI- PLC - DAG - PKC 通路 。 

对 激活 PC - PLC 的 专 一 性 信和 号 分 子 还 所 知 甚 少 ,可 能 表 14-5 中 的 一 些 因子 也 激活 PC - PLC, 
但 激活 较 慢 。 
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表 14-5 一 些 主要 的 激活 PL- PLC 的 胞 外 信号 分 子 和 受 体 


分 类 信号 或 受 体 

神经 递 质 及 其 受 体 胆 碱 能 曹 毒 碱 样 受 体 (ml,m2,m3,m5), FF _E AR BE SEK (01), AR 
(H1) ,5 产 色 胺 受 体 (5- HI1.5- HT2) , 腺 味 叭 能 神经 肽 站 受 体 

炎症 介质 绥 激 肽 ,P 物质 , 甲 酰 MetLeuPhe 趋 化 因子 
血小板 活性 物质 (PAF) 

下 丘脑 及 垂体 激素 甲状 腺 刺激 素 (TSH) 释 放 激 素 , 促 性 腺 激素 释放 激素 (GRH) , 促 肾 上 腺 质 
激素 (ACTH) ,生长 激素 ,加 压 素 ,催产 素 

胃 肠 道 及 其 他 激素 BWR , 胰 沁 素 , 胆 圳 收缩 素 , 蛙 皮 素 ,血压 高 张 素 

生长 因子 及 促 分 裂 因子 EGF,PDGF ,纤维 生长 因子 (FGF) ,神经 生长 因子 (NGF) ,凝血 酶 ,磷脂 酸 

细胞 因子 白细胞 介 素 下 -1, 下 -=4, 下 -6, 下 -7, 和 白细胞 抑制 因子 (LIF) , 睫 状 促 神 经 


Al (CNTF) , 抑 瘤 素 M,T 细胞 受 体 - CD3 复合 物 ， 膜 结合 性 IgM,IgE 的 高 
亲 和 受 体 ,IgD 受 体 ,IgG 受 体 家 族 

二 十 烷 类 化 合 物 前 列 腺 素 D2, 了 2 ,血栓 素 A2 ,和 白 三 烯 D4 

其 他 内 皮 素 , 含 甘露 糖 - 6 -磷酸 的 肽 , 铜 蛋白 ,胶原 ,精子 ,血清 因子 , « = 酮 异 
己 二 酸 ,1,25 -二 羟 维 生 素 Di ,葡萄 糖 ,乙醇 ,苦味 剂 


B 甘油 二 酯 的 生成 和 作用 机 理 

PI- PLCS % G&A G,a 或 Gpy 激活 ,或 PC- PLCy 被 受 体 或 非 受 体 TPK 激活 后 ,催化 PE- 4, 
5 — 了 水 解 生 成 的 DAG 是 脂 溶性 的 ,生成 后 仍 停留 在 膜 上 ,是 常规 型 和 新 型 蛋白 激酶 CC(PKC) 的 特 
异性 激活 剂 ,主要 与 PKC 调节 结构 域 中 的 CCR2 结合 ,引起 PKC 变 构 ,使 假 底 物 模 体 在 空间 上 脱离 
被 其 阻 断 的 催化 中 心 而 引起 酶 的 激活 。 佛 波 酯 (PMA) 具 有 DAG 类 似 的 立体 结构 ,也 可 激活 PKC， 
并 促进 PKC 从 胞 液 转 至 膜 结构 ,再 受 膜 上 的 磷脂 激活 。 但 PMA 激活 PKC 的 作用 并 不 持久 ,用 PMA 
长 期 处 理 细胞 ,PKC 活力 反而 降低 ,甚至 消失 。 这 就 是 PKC 特有 的 下 降 调节 ,可 能 和 PMA 诱导 PKC 
转 至 膜 上 ,被 一 种 依赖 钙 的 蛋白 酶 Calpain 水 解 有 关 。 

DAG 激活 PKC 的 过 程 通常 还 需要 Ca 及 磷脂 酰 丝氨酸 等 其 他 物质 。Ca* 与 PKC 的 Cat BFE 
域 (CaBS) 结 合 后 ;PKC 转 位 到 细胞 膜 上 ,使 位 于 膜 上 的 DAG 在 磷脂 酰 丝氨酸 (PS) 帮 助 下 激活 PKC. 
当然 ,一些 新 型 PKC(nPKC) 并 不 需要 Ca’ 参与 激活 ,也 有 一 些 非 典型 PKC(aPKC) 的 激活 ,还 不 需要 
DAG 激活 等 ,这 些 PKC 可 能 受到 不 饱和 脂肪 酸 (FFA) 和 PI-3,4,5-P, 等 其 他 因素 的 激活 。 

目前 普遍 认为 : 受 PI- PLC 作用 来 自 PIL-4,5- P(PIP,) 的 DAG 和 受 PC - PLC 作用 来 自 磷脂 酰 
胆 碱 (PC) 的 DAG 都 能 激活 PKC. 3A PI-4,5- P, 的 DAG 量 少 ,产生 速度 快 ,持续 时 间 短 ,可 以 使 
PKC 迅速 激活 ,从 而 引发 早期 的 细胞 的 反应 ,如 激素 和 神经 递 质 的 释放 以 及 酶 的 分 沁 等 。 但 PKC 
大 量 持续 的 激活 则 在 时 相 上 较 PIP, 产生 的 DAG 出 现 较 晚 ,与 PC 水 解 产生 的 DAG 时 相 一致 ( 见 图 
14- 19)。 它 和 一 些 细胞 的 晚期 效应 ,如 增殖 和 分 化 等 有 关 。 至 于 PC 产生 DAG 的 途径 ,大 多 认为 
是 经 磷脂 酶 D(PLD) 首 先生 成 磷脂 酸 (PA) ,再 经 PA 磷酸 酶 生成 DAG。 由 于 PKC 也 可 激活 PLD ,所 
以 很 可 能 先 由 PIP, 产生 的 DAG 首先 激活 PKC( 快 相 ) ,PKC 再 激活 PLD, 从 而 产生 晚期 DAG 及 PKC 
激活 的 慢 相 。 至 于 PC- PLC 使 PC 直接 水 解 生成 DAG 的 途径 是 否 在 激活 PKC 上 有 生理 意义 , 尚 有 
不 同 的 意见 。PLA, 的 产物 不 饱和 脂 酸 和 溶血 磷脂 酰 胆 碱 (LPC) 对 PKC 的 激活 则 既 快 速 又 持久 。 

来 自 PIP, 和 来 自 PC 的 DAC 在 结构 上 有 不 同 的 特征 。 来 自 PIP, 的 ,DAG, 除 甘油 上 1 位 的 脂肪 
酸 通 常 是 硬 脂 酰 基 外 ,2 位 多 为 不 饱和 的 脂肪 酸 链 ,通常 为 廿 碳 花 生 四 烯 酸 ;而 来 自 PC 的 DAG 则 
其 1 位 主要 是 饱和 的 豆 藻 酸 ,而 2 位 是 只 有 1 个 和 2 个 双 键 的 不 饱和 的 油 酸 和 亚麻 酸 。 由 于 两 种 
DAG 的 脂肪 酸 组 成 不 同 , 受 DAG 激酶 催化 而 转变 成 PA 的 速度 不 同 , 可 能 是 PIP, 来 源 的 DAG 作用 
短暂 而 PC 来 源 DAG 作用 持久 的 机 理 。 
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图 14-19 细胞 受 外 界 信号 (激动 剂 ) 刺 激 后 细胞 内 Caz+ 、DAG 和 PKC 活力 的 变化 
PIP, 一 磷脂 酰 肌 醇 4,5 -二 磷酸 ;DAG 一 甘油 二 脂 ;PC 一 磷脂 酰 肌 醇 

C 蛋白 激酶 C 的 底 物 蛋 白 

PKC 的 生物 效应 是 通过 对 众多 底 物 和 蛋白 的 磷酸 化 来 实现 的 ,目前 已 知 PKC 的 底 物 蛋白 约 有 下 
列 几 类 ,但 大 多 是 在 体外 实验 证 明 的 ,体内 是 否 如 此 还 有 待 于 证 实 , 故 这 些 PKC 底 物 被 磷酸 化 的 生 
理 意义 有 些 还 不 明了 。 

(a) 酶 。 如 糖 原 磷酸 化 酶 激酶 , 糖 原 合成 酶 , 甲 产 成 二 酰 CoA 还 原 酶 , 酷 氨 酸 凑 化 酶 , 腺 苷 酸 环 
化 酶 , 肌 球 蛋白 轻 链 激酶 等 。 

(b) 收缩 蛋白 和 细胞 骨架 蛋白 。 如 肌 球 蛋白 轻 链 , 肌 钙 蛋白 , 钙 桥 蛋白 , 微 管 相关 和 蛋白 等 。 

(c) 膜 蛋白 。Ca+ - ATP Bi, Na* /K* — ATP Bit, Na* /H* 交换 和 汞 和 GTP 酶 激活 蛋白 (GAP) 等 ,后 一 
作用 GAP 抑制 而 使 Ras 处 于 激活 状态 。 

(d) 信和 号 转 导 和 蛋白。 如 Raf 的 Ser499 位 可 受 PKC 磷酸 化 而 激活 ,使 PKC 信和 号 通路 和 生长 因子 
通路 (Raf- MEK - ERK) 实 行 对 话 (ceross talking)。PKCY 抑制 PKB ,使 PKC 信号 通路 调控 胰岛 素 / 生 
长 因子 通路 。 

(e) 膜 受 体 。 如 EGF 受 体 ,胰岛 素 受 体 , 生 长 激素 介质 C 受 体 , 于 -2 受 体 , 胆 碱 能 烟 碱 样 受 体 ， 
8 肾上腺 能 受 体 等 。 通 过 这 些 受 体 调节 区 的 磷酸 化 ,对 受 体 实现 反馈 调节 。 如 EGF 和 胰岛 素 受 体 
C 端的 Ser 或 Thr 被 磷酸 化 后 ,可 抑制 受 体 的 TPK 活性 和 对 ECF 的 亲和力 。 

(f) 转录 因子 。PKC 可 从 胞 液 转 至 胞 核 ,使 一 些 转录 因子 发 生 磷 酸化 ,如 使 Fos 和 一 种 丝氨酸 
蛋白 磷酸 酶 磷酸 化 ,后 一 作用 可 使 Jun 蛋白 脱 磷酸 。 磷 酸化 的 Fos 和 脱 磷酸 的 Jun 形成 异 二 聚 体 
AP-1,Jun 也 可 形成 同 二 聚 体 ,影响 基因 转录 。PKC 还 可 使 血清 反应 因子 (SRF) 磷 酸化 而 使 SRF 结 
AF c- fos 基因 调节 区 的 DNA 序列 (血清 反应 元 件 SRE) ,从 而 促进 fos 基因 的 转录 和 合成 ,使 细胞 
内 的 fos 蛋白 增加 。 此 外 ,PKC 还 可 使 穿梭 蛋白 (shutter protein) 样 的 转录 因子 转 至 细胞 核 , 如 NF - 
KB 是 一 种 穿梭 于 胞 质 及 胞 核 的 异 四 聚 体 转录 因子 ,在 胞 质 中 和 抑制 蛋白 IcB 结合 ,PKC 使 IcB BE 
酸化 而 脱离 NFxB ,促使 后 者 转 位 至 胞 核 ,发 挥 转录 因子 的 作用 ,调节 基因 转录 。 

D 和 蛋白 激酶 C 和 基因 转录 
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佛 波 酯 PMA ,又 称 TPA, 能 直接 激活 PKC 而 影响 基因 转录 ,在 很 多 DAG - PKC 途径 激活 的 基因 
调控 区 ,存在 着 一 个 共同 的 序列 TGAGTCA , 称 为 TPA 反应 元 件 (TPA - responsive element, TRE) ,上 述 
AP- 1 可 结合 到 TRE 上 ,然后 促进 基因 转录 。 

E ”甘油 二 酯 的 转变 

甘油 二 酯 可 以 酰 化 成 甘油 三 酯 或 水 解 成 甘油 一 酯 或 甘油 ,也 可 磷酸 化 成 PA。PA 可 以 重新 合 
成 磷脂 酰 肌 醇 , 组 成 磷脂 酰 肌 醇 循环 ( 见 图 14 - 20) ;或 被 PLA, 水 解 成 LPA。 


ATP ADP ATP ADP 
磷脂 酰 肌 醇 ma 7. Ris GEL -4-BR Tir Lee Tt 5- 二 磷酸 

(PI) (i) PIP (2) PIP. 

CMP 
© (3) 
WBE“ . 145,= RR 
IPs 
(5) (4) 

All 2° — BRR Hb — BE 2a ——S——_——_ # aR 

CDP-PG PA hates 

PPi CTP ADP ATP 


Fl 14-20 磷脂 酰 肌 醇 循环 
(1) 磷脂 酰 肌 醇 - 4 -激酶 ;(2) 磷脂 酰 肌 醇 - 5 -激酶 ;(3) 磷脂 酰 肌 醇 专 一 性 磷脂 酶 C; 
(4) 甘油 二 脂 激酶 ;(5) CTP 磷脂 酸 胞 苷 酸 转移 酶 ;(6) CDP 甘油 二 脂 肌 醇 转移 酶 (PI 合成 酶 ) 


14.6.2.2 磷脂 酰 肌 酵 专 一 性 磷脂 酶 C - 肌 醇 三 磷酸 - Ca+ 介 导 的 跨 膜 信号 转 导 

PI- PLC 水 解 P-4,5- 巴 的 另 一 产物 是 下 , IP, 可 动员 细胞 内 钙 库 释放 Ca * ,再 通过 Ca 或 
Ca+ - 钙 调 节 和 蛋白 (CaM) 复 合 物 转 导 信号。 

A 三 磷酸 肌 酵 的 信使 作用 

肌 醇 三 磷酸 (IT- 1,4,5 - P, IP; ) 是 水 溶性 的 小 分 子 , 可 以 从 产生 的 胞 膜 内 侧 部 位 进入 到 胞 液 
FB IP, 可 以 被 内 质 网 或 肌 浆 网 膜 表面 的 TP, 受 体 专 一 性 的 识别 ,IP, 本 身 有 Ca* 通道 的 功能 ,因而 
开放 Ca?* 通道 ,使 储存 在 内 质 网 或 肌 浆 网 内 的 Ca+* 释放 人 胞 浆 中 ,使 胞 浆 中 Ca+ 浓度 升 高 。 内 质 
网 内 的 Ca 贮备 枯竭 后 ,还 能 激活 细胞 膜 的 钙 通道 ,引起 胞 外 Ca 内 流 。 胞 液 Ca 浓度 升 高 后 ,可 
诱导 一 系列 的 变化 。 

B Ca 的 信使 作用 

Ca 升 高 可 以 激活 PKC 和 和 钙 调 蛋白 依赖 性 蛋白 激酶 (CaM - PK) ,再 使 得 一 系列 酶 磷酸 化 ,如 活 
化 酷 氨 酸 羟 化 酶 . 色 氢 酸 羟 化 酶 后 可 加 速 儿 茶 酚 胺 57- 羟色胺 等 神经 递 质 的 合成 。CaM - PK 使 平 
滑 肌 的 肌 球 蛋白 轻 链 磷酸 化 后 ,还 可 引起 平滑 肌 收 缩 或 张力 增加 。 磷 酸化 细胞 的 微 丝 和 蛋白 、 微 管 蛋 
白 等 后 可 调节 细胞 的 形态 和 运动 。Ca'* 的 升 高 还 可 进一步 激活 PI- PLC, fe vt IP, 产生 ,构成 正 反 
A. Ca? 离子 浓度 过 高 又 能 抑制 IP, 介 导 的 胞 内 钙 释 放 ,以 防 Ca* 过 高 造成 细胞 损伤 。 胞 内 
Ca 的 释放 主要 依靠 Ca+ 泵 将 Ca?* 泵 出 细胞 外 ,Ca+ 信号 的 升 高 和 降低 ,在 数 分 钟 内 完成 ,而 CaM 
-PK 的 活性 可 维持 较 长 时 间 。 

C OP, 的 代谢 

IP; 代谢 主要 有 二 方面 途径 :一 是 在 -磷酸 酶 作用 下 水 解 生成 I-1,4- 了 书 而 失 活 , 另 一 途径 是 
在 某 种 磷酸 肌 醇 3 -激酶 作用 下 ,进一步 磷酸 化 ,生成 I-1,3,4,5- Pi。 近 年 来 发 现 ,I-1,3,4,5-P 
也 有 第 二 信使 功能 , 它 可 以 促进 Ca* 从 胞 外 进入 到 胞 内 。 最 后 ,I-1,3,4,5- Py 可 以 进一步 水 解 成 


ee 
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I-1,3,4- 也 ,这 种 肌 醇 三 磷酸 与 I- 1,4,5- 及 不 同 , 是 一 种 失 活 形式 ,用 以 重新 合成 PE-4,5- Pi 
14.6.3 受 体 酷 氨 酸 蛋白 激酶 介 导 的 跨 膜 信 号 网 络 


通过 受 体 栈 氨 酸 蛋 白 激 酶 (R - TPK) 介 导 的 信号 分 子 主 要 是 包括 某 些 生长 因子 在 内 的 细胞 因 
子 ,胰岛 素 因 具 有 类 似 生长 因子 的 作用 ,并 且 受 体 十 分 类 似 生 长 因子 受 体 , 故 属 于 生长 因子 受 体 家 
族 。 

当 生 长 因子 等 信号 分 子 和 受 体 结 合 后 ,首先 导致 受 体 的 二 聚 化 ,通过 这 一 过 程 ,使 胞 内 的 TPK 
结合 域 互 相 人 靠拢 ,并 互相 磷酸 化 二 聚 体 中 对 方 单 体 的 一 些 Tyr 残 基 , 这 些 残 基 位 于 受 体 胞 内 C 端的 
调节 域 ,处 于 一 定 的 位 点 ,不 同位 点 的 磷酸 化 Tyr 可 以 召集 带 有 SHO 结构 的 不 同 下 游 分 子 ,包括 一 
些 酶 和 衔接 蛋白 (参阅 图 14-3) ,使 后 者 激活 并 将 信号 转 导 下 去 ,形成 复杂 的 信和 号 转 导 网 络 ,主要 有 
下 列 四 条 通路 ( 见 图 14- 21)。 


信号 分 子 
es ee R-TPK 一 -一 一 
非 受 体型 :二 而 沉 Grb2/Sos PI-3K 
TPK(Src) 一 一 一 > PI-PLC T 03 at. | 
非 受 体型 | 
A | TPK PI-3.4.5-P3 
4 RasGTP 一 -> Rac PI-3.4-P2 
Piatt | (p21GTP) Cdc24-HS | 


atl st ac | “i \ PDK-1 


Raf MEKK ASK 


1 ey a ety 


MEK JNKK  MKK3.6 | 


{ Fos Jun 


Al 14-21 受 体 TPK 跨 膜 信号 转 导 通 路 网 络 
各 种 缩写 符号 见 正文 说 明 , 并 见 图 14-2、14-3、14-18、14- 15 
14.6.3.1 Grb2/Sos 衔接 蛋白 - Ras 通路 
这 已 在 本 章 小 分 子 G 蛋白 Ras 部 分 予以 介绍 ,Gr2 - Sos 复合 物 中 的 SH2 和 受 体 的 磷酸 化 Tyr 
结合 后 ,可 发 挥 鸟 苷 酸 释放 蛋白 (GNRP) 的 作用 ,使 Ras 从 GDP 结合 形式 转变 成 CTP 结合 形式 而 活 
化 (参阅 图 14 - 2) ,活化 的 机 理 可 能 与 Ras 效应 结构 域 中 的 Tyr35 与 CTP 的 y 磷酸 结合 后 发 生 构 象 
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变化 有 关 。 另 一 方面 ,实验 表明 :Ras 的 CTP RIE EA (GAP) WA A SH2 结构 ,可 以 和 活化 受 体 
直接 结合 ,并 成 为 受 体 TPK 的 底 物 。 通 过 酷 氨 酸 的 磷酸 化 ,改变 CAP 的 活性 , 转 而 调节 Ras 的 活 
力 。Ras 被 活化 后 ,主要 可 由 下 列 三 种 方式 将 信号 下 传 ( 见 图 14- 21)。 

A Raf-=MEK-ERK 级 联系 统 

活化 Ras 可 和 Raf- 1 的 Ras 结合 域 结合 ,使 Raf- 1 脱离 其 抑制 蛋白 14- 3 - 3, 转 位 到 膜 上 ,从 
而 活化 Raf- 1。 再 将 Raf- 1 的 信号 经 MEK 转 导 至 ERK,ERK 受 磷酸 化 激活 后 可 转移 至 细胞 核 内 使 
一 系列 的 转录 因子 发 生 磷 酸化 而 启动 转录 ,其 中 包括 Fos 和 Jun. 

B 小 G 有 蛋白 系统 

活化 的 Ras 也 可 激活 另 一 型 小 G EB Rac 或 Cdce42 - Hs ,然后 再 将 信和 号 逐 级 转 至 JNKSAPK 级 
联系 统 或 p38 - MAPK 级 联系 统 (参阅 图 14- 15) ,但 这 一 通路 的 细节 以 及 生理 意义 尚 不 清楚 。 

C PI-3K-PKB 系统 

I 类 PI- 3K 的 催化 亚 基 都 有 一 个 Ras 结合 域 ,可 和 活化 的 Ras 结合 而 被 激活 ,其 激活 机 理 可 能 
和 Ras 促进 PI- 3K 转 膜 有 关 。PI- 3K 信和 号 再 经 PE-3,4,5- P, Be PI-3,4- P, IG PDK - 1 BE 
PKB 转 膜 而 向 下 转 导 至 PKB, 这 是 生长 因子 信号 转 导 转 人 PI-3K- PKB 通路 的 一 个 中 转 站 。 

14.6.3.2 磷脂 酰 肌 酵 专 一 性 磷脂 酶 CY 通路 

PI- PLCy 有 两 个 SH2 结构 域 , 也 可 和 R- TPK 的 某 一 磷酸 Tyr 位 点 结合 ,R- TPEK 使 F- PLCy 
的 Tyr783,771 和 1254 磷酸 化 ,从 而 激活 Pl- PLCy ,后 者 使 FE- 4,5 - P 水 解 生 成 DAG, 转 而 激活 
PKC ,使 生长 因子 的 信号 转 人 PKC 通路 。 

14.6.3.3 SEAR MALES 3-Ke-EOwM BRK 

PI- 3K 系统 除 可 通过 Ras 激活 ,也 存在 不 依赖 Ras 的 激活 通路 。 因 工 类 PI- 3K 的 p85 调节 亚 
基 的 C 端 带 有 SH2 结构 域 ,可 直接 和 自身 磷酸 化 的 R- TPK 中 磷酸 Tyr 位 点 结合 ,其 Tyr 可 被 R- 
TPK 磷酸 化 而 激活 ,也 同样 可 启动 FE- 3K- PKB 通路 。 这 是 一 条 新 发 现 的 转 导 胰岛 素 /生长 因子 信 
号 的 另 一 条 有 R- TPK 通路 ,这 些 生 长 因子 主要 包括 PDCF`\ 神 经 生长 因子 NGF 和 类 胰岛 素 生 长 因子 
IGF. 

A PI-3K 的 激活 

胰岛 素 受 体 结合 胰岛 素 而 活化 后 ,其 磷酸 化 的 Tyr 先 和 一 类 胰岛 素 受 体 底 物 蛋白 (IRS- 1, 可 能 
还 存在 RS- 2) 结 合 ,IRS 有 多 个 Tyr 磷酸 化 位 点 ,这 些 Tyr 被 胰岛 素 受 体 TPK 磷酸 化 后 ,可 以 和 
Grb2/Sos RA WAGE ,活化 Ras, 转 而 活化 FL- 3K; Tyr 磷酸 化 的 IRS 也 可 以 和 I- A 28 PI- 3K FY) p85 
调节 亚 基 中 SH2 结构 域 结合 而 激活 PI- 3K。 另 外 ,也 发 现 了 其 它 类 似 RS - 1 作用 的 蛋白 ,如 She 
45 A (Sre homologue and collegen like protein). She fit— FR EA, EG 和 胰岛 素 处 理 细 胞 后 ， 
She 蛋白 可 以 转 位 到 膜 上 ,并 发 生 酷 氨 酸 磷酸 化 ,然后 ,被 含 SH2 结构 的 Grb2 识别 。She 蛋白 是 在 
研究 EGF 受 体 自身 磷酸 化 位 点 突变 后 的 信和 号 过 程 中 被 发 现 的 。 研 究 发 现 ,缺乏 所 有 5 个 酷 氨 酸 磷 
酸化 位 点 的 EGF 受 体 ,仍然 可 以 对 EGF 产生 反应 而 发 生 细胞 增殖 。Shec 蛋白 的 发 现 , 提 示 了 胰岛 素 
/生长 因子 受 体 和 配 体 结 合 后 不 同 于 受 体 自 身 磷 酸化 和 IRS - 1 介 导 机 制 以 外 的 又 一 种 机 制 的 存 
在 。 由 此 可 见 , 从 胰岛 素 /生长 因子 信和 号 到 PIL- 3K 的 转 导 至 少 可 有 4 种 方式 :(1) R-TPK 自身 磷酸 
44> Grb2/Sos>RasPI - 3K, (2) R- TPK 自身 磷酸 化 ~ 与 I-A 类 PI-3K 调 节 亚 基 p85 的 SH2 域 结 
合 -~>PI-3K,(3) R- TPK 自身 磷酸 化 ->IRS->1->PI- 3K, (4) R- TPK( 不 经 磷酸 化 ) 一 Shec 转 膜 ,She 
被 R-TPK 磷酸 化 ->Grb2/Sos->Ras-~>PI- 3K。 

B 3 位 配 酸化 的 肌 酵 磷脂 的 生成 和 对 PKB 的 激活 

这 已 在 上 面 14.5.2.2 介绍 PKB 时 述 及 ,这 里 不 再 重复 。 

14.6.3.4 非 受 体型 TPK 通路 

某 些 非 受 体型 TPK 如 Sre 也 可 通过 其 SH2 域 与 活化 的 受 体 TPK 结合 , 它 的 Tyr KBE ICAI 
性 形式 同样 可 激活 PE- PLCy ,使 信号 转 人 PKC 通路 ,也 可 激活 Raf - 1, 使 信号 越过 Ras 而 进入 Raf - 
MEK - ERK 系统 。 
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14.64 异 三 聚 体 G 蛋白 介 导 的 跨 膜 信号 网 络 
和 TPKE 受 体 相 似 , 异 三 聚 体 G 蛋白 偶 联 受 体 和 配 体 (参见 表 14- 35) 结合 后 ,也 可 将 信和 号 通过 


Gua B GBy 转 导 至 PI- PLCB ,激活 PEIL- PLC8- DAG- PKC 通路 。 近 年 来 还 发 现 GBy 激活 B 型 FI- 


3K(PI-3K7y) 后 , 尚 可 激活 MAPK 信和 号 流 , 并 且 由 She 、Gr2 \Sos 等 衔接 蛋白 和 小 G EA Ras 介 导 ,其 


- 机 制 可 能 是 Gey 诱导 PI- 3K 转 膜 , 并 增强 Sre 样 激 酶 活性 ,再 激活 She 或 Grbh2/Sos。 由 此 可 见 ,PI- 


3K 在 细胞 信号 转 导 中 不 但 可 处 于 激活 的 下 游 , 受 Ras 激活 ;也 可 处 于 Ras 的 上 游 ,通过 Crb2/Sos 而 
激活 Ras 信号 流 。 

Gy A a BRAS BS A, (PLA, ) 而 增加 花生 四 烯 酸 (AA) ,进而 激活 某 些 PKC, 以 及 激活 小 CE 
白 , 如 Rho.Ras 和 Arf, 而 这 些小 G 蛋白 可 激活 PLD。 因 此 可 能 存在 GB8y 一 Rho 等 小 G 蛋白 一 PLD-~> - 
PA->DAG->~>PKC 的 另 一 条 由 小 G 蛋白 通过 PLD 活化 PKC 的 途径 。 

异 三 聚 体 G 蛋白 除 能 调节 腺 苷 酸 环 化 酶 而 影响 cAMP 的 生成 (G,a 激活 ,Gic 和 Gy 抑制 ) 外 ， 
尚 能 调节 cGMP 的 分 解 而 参与 视觉 信号 的 转 导 。 当 光子 刺激 视网膜 ,首先 被 圆柱 状 细胞 中 的 光 受 
体 视 紫红 质 (zhodopsin) 接 受 。 视 紫红 质 由 视 黄 醛 和 和 视 蛋 白 (opsin) 两 部 分 组 成 , 受 光 子 活 化 的 视 
蛋白 能 激活 一 种 异 三 聚 体 G 蛋白 G,( 又 称 转 导 和 蛋白 transducin) ,使 不 活化 的 CDP 结合 形式 变 成 有 活 
性 的 GTP 结合 形式 。 游 离 出 来 的 Ga 亚 基 再 激活 cGMP 磷酸 二 酯 酶 ,此 酶 的 非 活 化 形式 为 Byy , 活 


GHA GC, 


FERACEA HHA) 


cGMP 降低 。” 钠 通 道 关 闭 AR ”电信 号 


图 14-22 圆柱 状 细胞 中 视觉 信号 的 转 导 
化 形式 为 8( 即 Ga 结合 磷酸 二 酯 酶 的 两 个 y 亚 基 而 去 除 之 )。 活 化 的 cGMP 磷酸 二 酯 酶 使 3 5” 
— cGCMP 水 解 成 5$'- GMP( 图 14-22)。 当 3 ,5$?- cGMP 降低 后 ,细胞 的 Na+ 通道 关闭 ,细胞 发 生 超 极 
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化 , 光 信 和 号 变 为 电信 和 号 ,最 后 传 至 视神经 而 引起 视觉 。 
故 异 三 聚 体 G 蛋白 介 导 的 跨 膜 信 号 网 络 主要 可 归结 如 下 。 
(1) Gua->PI- PLCB->DAG->PKC。 
(2) GBy—>PI - PLC8->DAG->~PKC。 
(3) GBy—>PI - 3Ky—>PKB. 
(4) GBy->PI - 3K Y—>Grb2/Sos( BK She )—>Ras->MAPK 信号 通路 (如 Ras Rac>MEKK—~ JNKK> 
JNK) 
(5) GBy->PLA,>AA>PKCa.B.Y¥.e. 6 
(6) GBy 一 小 G 蛋白 -PLD-~>PA-~>DAG->PKC。 
(7) Gua 、Giw\GBy 一 腺 苷 酸 环 化 酶 cAMP 
(8) G,a—>cGMP 磷酸 二 酯 酶 。 


14.6.5 受 体 通 过 非 受 体型 酷 氨 酸 蛋白 激酶 的 跨 膜 信号 转 导 


不 少 细 胞 膜 受 体 没 有 内 在 的 TPK 活力 或 Ser/Thr 蛋白 激酶 活力 ,也 不 和 G 蛋白 偶 联 ,如 TB 淋 
巴 细胞 表面 的 抗原 受 体 和 一 些 细胞 因子 受 体 , 这些 受 体 一 般 通 过 胞 浆 中 的 非 受 体型 TPK 介 导 其 信 
号 转 导 。 

14.6.5.1 参与 的 非 受 体 型 TPK 

淋巴 细胞 抗原 受 体 ,包括 了 淋巴 细胞 和 B 淋巴 细胞 受 体 ,都 由 多 个 亚 基 组 成 ,在 启动 T 和 了 B 淋 
巴 细胞 免疫 反应 过 程 中 起 重要 作用 。 结 合 配 体 后 ,T 细 胞 受 体 (TCR) 可 以 偶 联 Sre 家 族 的 Lek, Fyn 
和 ZAP70(Syk 家 族 成 员 ) ,B 细胞 受 体 (BCR) 则 可 以 偶 联 Lyn. Blk, Fyn 和 Syk 等 非 受 体 型 TPK, 然 后 : 
再 经 非 受 体 型 TPK ,将 信和 号 转 导 至 Raf 或 PC - PLCyY (SAA 14-70), AAMT A(IL). FRE 
(IFN) FUL ASE Ye RK AF (GM - CSF) 等 细胞 因子 受 体 大 多 是 异 二 聚 体 或 异 三 聚 体 ,其 一 个 亚 基 的 
胞 外 区 和 配 体 以 不 同 亲和力 结合 , 另 一 亚 基 ( 常 是 几 种 不 同 细胞 因子 所 共用 ) 则 能 和 非 受 体型 TPK 
(如 JAK 家 族 ) 结 合 。JAK(Jak) 是 一 类 重要 的 非 受 体型 TPK, 参 与 细胞 因子 的 信和 号 转 导 。 

14.6.5.2 JNK-STAT 通 路 

这 一 途径 是 上 述 细胞 因子 信号 转 导 的 一 个 主要 途径 。 涉 及 的 转 导 分 子 为 JAK 和 STAT, JAK 的 
全 称 是 Just Another Kinase 或 Janus Kinase。 也 是 一 类 非 受 体型 TPK 家 族 ,包括 JAK1、JAK2 JAK3 和 
TYK2。STAT 的 全 称 是 signal transducer and activator of transcription。 它 具有 信和 号 转 导 和 转录 因子 双 
重 功能 ,也 是 一 个 家 族 ,包括 STATI ~ STAT6 ,都 由 几 种 蛋白 质 组 成 。 

通常 JAK 和 细胞 因子 受 体 的 共有 亚 基 (如 下 -6 受 体 为 印 130 肽 链 ,CGM - CSF 为 gp140 Ake) AA 
结合 。 当 受 体 结合 配 体 后 , 受 体 的 异 源 二 聚 化 使 共有 亚 基 结合 的 不 同 JAK 互相 靠拢 ,并 互相 使 对 
Ti HY Tyr 磷酸 化 。 活 化 后 的 JAK 也 可 使 受 体 上 的 Tyr 磷酸 化 ,召集 有 SH2 结构 域 的 STAT 结合 于 受 
体 上 ,然后 JAK 再 使 STAT 的 Tyr 磷酸 化 ,导致 STAT 与 受 体 的 亲和力 降低 并 脱离 受 体 。Tyr 磷酸 化 
的 STAT 可 进一步 聚合 成 二 聚 体 , 转 位 到 细胞 核 内 ,和 DNA 上 的 启动 子 序列 (如 y -干扰 素 活 化 序列 
GAS 或 相关 序列 ) 结 合 ,从 而 调节 基因 的 转录 。 此 外 , 受 体 的 二 聚 化 还 导致 Syk, Lek 等 非 受 体型 
TPEK 和 PI-3K 的 激活 ,再 作用 于 下 游 的 信号 分 子 将 信号 传递 下 去 。 

不 同 细 胞 表面 有 不 同 的 细胞 因子 受 体 , 又 含有 不 同类 型 的 JAK 和 STAT, 并 且 不 同类 型 的 受 体 
和 不 同 JAK 及 不 同 STAT 的 结合 均 有 种 类 专 一 性 ,这 样 就 保证 了 各 种 细胞 因子 能 引发 不 同 的 生物 
效应 。 如 IL2 的 受 体 的 8 和 y 亚 基 分 别 结合 JAKL 和 JAK3 , 受 体 亚 基 异 源 二 聚 化 后 ,JAKI 和 JAK3 
的 Tyr 被 交叉 磷酸 化 ,激活 的 JAK3 再 磷酸 化 受 体 8 亚 基 的 Tyr, 招募 STATS 锚 定 到 受 体 8 亚 基 上 ， 
然后 JAK3 再 使 STATS 的 Tyr 磷酸 化 ,STATS 形成 同 源 二 聚 体 后 ,进入 细胞 核 参 与 基因 的 转录 调控 。 


14.6.6 Rie HARRI SHR RASS 
BE ee Hs I AR BU EB FE AY RG PZ OD , PCIE ANT BK , PS PE SA 
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引起 人 们 的 重视 。 后 来 发 现 鞘 磷脂 的 一 种 代谢 产物 鞘 胺 醇 (Sphingosine) 可 以 抑制 PKC 的 活性 ,以 
及 发 现 1,25 FREER D, 能 诱导 HL - 60 细胞 中 神经 鞘 磷脂 (sphingomylin) 的 水 解 ,因而 ,引发 了 
人 们 研究 鞘 磷脂 的 兴趣 ,从 而 出 现 了 “和 鞘 磷 脂 -神经 酰胺 通路 ”的 概念 。 现 已 知道 ,此 通路 和 细胞 凋 
亡 密 切 相 关 。 

14.6.6.1 神经 酰胺 的 生成 

信和 号 转 导 中 的 神经 酰胺 是 由 神经 鞘 磷 酯 酶 (sphingomylinase，Smase, 又 称 为 神经 鞘 磷脂 专 一 性 
的 磷脂 酶 C) 水 解 鞘 磷脂 而 产生 的 , 另 一 产物 是 磷酸 胆 碱 。 目 前 发 现 一 些 细胞 因子 ,如 肿瘤 坏死 因 
F (TNF) 神经 生长 因子 (NGF) 以 及 和 白细胞 介 素 - 18( 下 -18) 等 与 膜 受 体 结合 后 ,可 以 激活 Smase。 
SMase 有 中 性 pH 依赖 型 (NSMase, 又 分 成 Mg 依赖 性 和 非 依赖 性 两 型 ) 和 酸性 pH 依赖 型 (ASMase) 
三 种 亚 型 , 均 位 于 细胞 膜 上 。NSMase 主要 活化 ERK 信号 流 , 导 致 细胞 增殖 和 炎症 反应 等 ; 而 
ASMase 则 激活 JNK/SAPK 信号 流 或 /和 胱 冬 和 蛋白酶 ,导致 细胞 凋 亡 等 。 

14.6.6.2 神经 酰胺 的 信号 转 导 过 程 

神经 酰胺 具有 多 种 生物 学 效应 ,对 不 同 细 胞 株 呈 现 不 同 的 作用 ,如 增殖 ,分 化 和 凋 亡 。 肿 瘤 坏 
死因 子 - wx(TNF - a) BK Fas 配 体 (FasL) 和 相应 受 体 TNF - R1 或 Fas 结合 后 ,都 可 引发 神经 酰胺 信和 号 
通路 而 引起 细胞 凋 亡 。 

以 TNF- a 为 例 ,TNF 有 两 类 受 体 ,RI1 和 R2;R2 的 胞 浆 区 有 一 个 功能 域 NSD ,为 NSMase 的 活化 
域 (NSMase activating domain); R1 的 胞 浆 区 有 另 一 个 功能 域 DD ,为 “死亡 功能 域 (death domain)” . 
NSD 位 于 TNF- R2 受 体 胞 内 域 的 近 膜 部 分 ,通过 一 个 称 为 FAN(factor of activiting NSMase) 的 胞 内 和 蛋 
白质 活化 细胞 膜 上 的 NSMase, 产 生 神 经 酰胺 ,后 者 再 活化 膜 上 的 神经 酰胺 激活 性 蛋白 激酶 (ceram- 
ide activating protein kinase,CAPK) , 它 也 是 一 种 且 氨 酸 依赖 的 丝 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 ,催化 含有 Thr Leu 
Pro 序列 中 的 Thr。 由 细胞 因子 诱导 而 转 位 到 膜 上 的 Raf- 1, 可 被 CAPK 在 Thr269 位 磷酸 化 而 增强 
Raf- 1 对 MEK 的 磷酸 化 活性 ,从 而 使 信息 转向 Raf- MEK - ERK 级 联系 统 , 并 实现 神经 酰胺 通路 和 
Raf- 1 通路 的 对 话 ,最 后 引起 细胞 的 增殖 和 炎症 反应 (图 14- 23)。 

当 TNF - o 诱导 细胞 凋 亡 时 ,位 于 TNF - Rl 胞 内 远 膜 部 分 的 DD 域 通过 一 系列 胞 内 的 结合 蛋白 
(如 TNF-R 死 亡 域 相关 和 蛋白 TRADD 和 Fas 死亡 域 相 关 和 蛋白 FADD 相继 结合 形成 TNFR1 - TRADD - 
FADD 复合 物 ) 激 活 与 细胞 凋 亡 有 关 的 蛋白 酶 ,如 ICE 和 蛋白酶 。 此 酶 因 可 使 无 活性 的 下 -18 水 解 而 
转换 成 有 活性 的 下 -= 18, 故 开始 称 为 I18 转换 酶 (interleukinel8 converting enzyme，ICE)。 后 发 现 
ICE 是 一 个 蛋白 酶 家 族 ,1996 年 后 将 ICE 家 族 的 成 员 通称 为 胱 冬 蛋 白 酶 (caspase)( 见 图 14-23)。 因 
其 活性 中 心 QACIG 中 有 半 胱 氨 酸 C, 水 解 底 物 蛋白 中 天 冬 氨 酸 (Asp) 的 羧基 侧 , 故 而 得 名 。 并 将 第 
一 个 ICE 编号 为 胱 冬 和 蛋白酶 - 1, Ced3 为 胱 冬 蛋 白 酶 - 2,YAMA/CPP32 为 胱 冬 蛋 白 酶 3 等 。 这 类 半 
胱 氨 酸 蛋白 酶 可 水 解 聚 (ADP -核糖 ) 聚 合 酶 (PARP) 和 核 纤 层 蛋 白 (lamin B1), ,而 PARP 是 维持 DNA 
完整 的 重要 酶 。PARP 的 分 解 可 引起 染色 体 DNA 断裂 而 导致 DNA 梯形 电泳 谱 。 

一 些 生物 化 学 因素 和 环境 紧张 因素 ,如 :紫外 线 、y 线 辐 射 \ 热 休克 、 过 氧化 物 等 ,也 会 激活 
ASMase 而 诱导 神经 酰胺 的 生成 。 神 经 酰胺 还 可 以 激活 MEKKVJNKKVJNK 信和 号 流 , 和 ASK - MKK3,6 
= p38 信和 号 流 ,进而 激活 胱 冬 蛋白 酶 ,同样 可 以 导致 细胞 凋 亡 ( 见 图 14- 23)。 

除 CAPK .MEKK 外 ,神经 酰胺 作用 的 靶 和 蛋白 还 有 属于 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 磷酸 酶 - 2A(PP2A) 家 族 的 
CAPP(Ceramide activated protein phosphatase) ,PKC 、Vav( 一 种 乌 苷 酸 交 换 因 子 ) 等 。 从 而 使 下 游 蛋 白 
NF - kB( 通 过 解 离 和 降解 ItB)、Rb( 视 网 膜 母 细胞 瘤 基 因 产 物 ) 活 化 ,调节 c -me 表达 诱导 环 氧 酶 
Cox(cycloxygenase) 和 抑制 磷脂 酶 D 等 ,引发 细胞 分 化 、 细 胞 周期 的 静 息 、 细 胞 凋 亡 等 生物 学 效应 。 

14.6.6.3 和 神经 酰胺 的 降解 

神经 酰胺 可 以 在 神经 酰胺 酶 的 作用 下 , 脱 去 酰基 链 , 成 为 闲 氨 醇 。 鞘 氮 醇 可 以 有 多 种 生理 功 
能 ,如 作为 PKC 和 磷脂 酸 磷酸 酶 等 的 抑制 剂 ,降低 胞 内 cAMP “BH BEAK BY WI ZEB ee 
(sphingosine kinase) A /E FA F Be AR (EA BAK - 1 =- 磷酸。 后 者 可 以 激活 TPK 以 及 有 改变 胞 内 
cAMP 浓度 .引发 Ca SS PRE. HARM AR 1 -磷酸 的 功能 还 有 待 于 进一步 研究 。 
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14-23 肿瘤 坏死 因子 « 和 环境 紧张 因素 诱导 神经 酰胺 的 信号 转 导 过 程 
TNF v 一 肿瘤 坏死 因子 c;SM 一 鞘 磷脂 ; NSMase 一 中 性 pH (ii HE SA EAR BG ; ASMase 一 酸性 pH HK RATE HR BE 
脂 酶 ; Ceramide 一 神经 酰胺 ; CAPK 一 神经 酰胺 激活 性 蛋白 激酶 ; NSD 一 NSMase 活化 域 ; DD 一 受 体 死 亡 域 ; 
TRADD—TNF 受 体 死亡 域 相 关 蛋 白 ;FADD 一 Fas 死亡 域 相关 蛋白 ; RAFI - MEK - ERK—ERK 信号 系统 的 级 
联 成 员 ;MEKK - SEK1 - SAPK/JNK 一 JNK 信号 系统 的 级 联 成 员 ,SEK1 即 JNKK 


14.6.7 受 体 丝氨酸 蛋白 激酶 介 导 的 跨 膜 信 号 转 导 


这 类 受 体 最 典型 的 代表 是 转化 生长 因子 - 8(TGF - 8) 的 受 体 , 分 成 II 和 亚 型 。 其 中 工 和 开 
型 是 跨 膜 糖 蛋白 ,它们 的 胞 内 结构 域 是 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 ;而 亚 型 受 体 是 一 种 含有 硫酸 肝素 /硫酸 
软骨 素 糖 氨 聚 糖 的 蛋白 聚 糖 ,实际 上 是 一 种 辅 受 体 (coreceptor)。TGF -86 有 TGF- 61, TGF - 82 和 
TGF - 83 三 种 ;都 是 二 聚 体 。。 由 亚 型 受 体 先 与 TGF - 8 结合 ,再 将 TGF - 8 转 递 给 开 型 受 体 , 后 者 
能 被 工 型 受 体 识 别 和 结合 ,形成 开 型 受 体 - TGF - 8- 工 型 受 体 三 联 复合 物 。 开 型 受 体 胞 内 域 的 丝 / 
苏 氨 酸 蛋白 激酶 使 工 型 受 体 的 GS 功能 域 TIGSGSGSL 序列 中 的 Ser 和 Thr 发 生 磷 酸化 ,从 而 活化 工 
WSK, 工 型 受 体 激活 后 的 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 再 使 胞 质 中 的 底 物 蛋白 Smad2/Smad3 羧 端 特异 的 
Ser 磷酸 化 ,活化 的 Smad2/Smad3 再 和 Smad4 形成 复合 物 ,进入 胞 核 ,与 特异 的 DNA 结合 蛋白 结合 而 
活化 某 些 基因 转录 。 增 强 某 些 蛋 白质 的 合成 ,如 pls 和 p21 等 细胞 周期 蛋白 依赖 性 蛋白 激酶 
(CDK) 的 抑制 剂 ,从 而 负 调 节 细 胞 周期 而 抑制 细胞 增殖 。 


14.6.8 细胞 信号 转 导 通 路 间 的 对 话 


细胞 信号 转 导 实 际 上 是 一 个 十 分 复杂 的 网 络 , 各 条 转 导 通路 并 不 是 独立 存在 而 互 不 相关 ,而 是 
相互 联络 , 尤 似 一 个 交通 网 。 一 条 通路 的 激活 可 以 启动 或 活化 另 一 通路 ,也 可 以 抑制 另 一 通路 ,这 
就 是 所 谓 信 号 转 导 的 “对 话 ”(Cross talk)。 这 对 各 条 信和 号 通路 间 的 平稳 和 细胞 的 正常 活动 具有 十 分 
重要 的 意义 。 今 举例 以 说 明之 。 

14.6.8.1 三 条 MAPK 信号 流 之 间 的 对 话 

本 章 图 14- 21 所 示 的 三 条 MAPK 信号 系统 常 有 不 同 的 生理 功能 。Raf - MEK - ERK 系统 的 激 
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活 与 细胞 存活 增殖 有 关 ; 其 抑制 和 细胞 分 化 有 关 , 而 MEKK - JNKK - JNK 系统 和 ASK - MKK3/ 
MKK6 - p38 系统 的 激活 则 和 环境 应 激 刺 激 与 细胞 调 亡 相关 ,尤其 是 前 者 ;而 后 者 则 尚 和 胞 外 渗透 
压 变化 有 关 。 有 些 外 界 信号 分 子 尚 可 同时 激活 两 条 通路 ,如 脂 多 糖 可 同时 激活 INK 和 p38 通路 。 
三 条 通路 之 间 可 以 互相 “对话 ” ,如 ASK 可 以 激活 JNKK,JNKK 也 可 能 激活 p38, 且 MEKK 可 能 激活 
MEK( 人 参阅 图 14- 15) , 故 Raf- MEK - ERK 通路 是 三 条 MAPK 信和 号 流 中 最 重要 而 最 经 常 被 活化 的 通 
路 。 此 外 ,Ras 不 但 可 活化 ERK 通路 ,还 可 通过 活化 Rac, 再 通过 p21 相关 激酶 (PAK) 激 活 JNK 系 
统 。 但 这 些 对 话 的 生理 意义 不 明 。 

14.6.8.2 Grb2/Sos— Ras - MAPK 途径 和 PI- 3K- PKB 途径 的 对 话 

不 少 生 长 因子 如 PDGF IGF 可 同时 通过 受 体 TPK 活化 Grb2/Sos - Ras 通路 和 PI- 3K- PKB if 
路 ,这 是 因为 自身 磷酸 化 而 激活 的 受 体 TPK 可 同时 活化 Grb2/Sos 和 PI- 3K。 并 且 ,Ras - GTP 可 激 
活 PI-3K; 而 PI-3K 又 可 间接 激活 MAPK。 有 实验 证 明 PIL- 3K AP" PI-3,4,5- P; Al PI-3,4- 
P, 可 激活 PKCe ,7(L) 和 “5 ,后 者 也 可 引发 MAPK 通路 的 活化 。 

14.6.8.3 受 体 TPK 通路 和 PKC 之 间 的 对 话 

如 图 14- 21 所 示 , 受 体 TPK 活化 后 可 以 直接 激活 PI- PLCy ,也 可 先 激活 LA 型 PE- 3K, 再 通过 
此 酶 产物 PE-3,4,5- P; 激活 PIL- PLCy ,后 者 生成 的 DAG 通过 激活 PKC, 转 而 激活 Raf, 启 动 Raf - 
MEK- ERK 通路 ,这 就 可 解释 为 什么 不 少 生 长 因子 可 以 引起 PKC 活力 的 升 高 ,以 及 PKC 的 激活 剂 
可 引起 ERK 通路 中 一 些 信号 分 子 活力 的 升 高 ,此 外 ,PKC 还 可 对 受 体 TPK 的 胞 内 调节 区 的 Ser 或 
Thr 进行 磷酸 化 修饰 ,从 而 抑制 受 体 TPK 的 活力 。 

14.6.8.4 GC 有 蛋 白 通 路 和 受 体 TPK 通路 间 的 对 话 

这 两 条 通路 是 细胞 增殖 信和 号 转 导 中 最 主要 的 通路 各 自 均 有 一 些 支 路 如 G RAR RIM 
- cAMP 通路 和 G 蛋白 - PE- PLC@ - DAG 通路 以 及 受 体 TEK- PI- PLCy - DAG 通路 和 前 述 的 受 体 
TPK- Ras. TPK - PI-3K 通 路 。 这 两 条 大 通路 之 间 也 在 各 个 层次 上 互相 联系 ,实现 对 话 。 例 如 : 

(1) G&A a 亚 基 或 By 亚 基 激活 PE-PLC8 ,后 者 催化 PIL-4,5- 己 水解 生 成 的 DAG 激活 PKC, 
同样 可 激活 Raf- 1, 进 入 Raf- MEK - ERK 通路 。 

(2) G 蛋白 By 亚 基 激活 Grb2/Sos BK She #EA ERK 通路 。 

(3) G 蛋白 a 亚 基 激 活 腺 苷 酸 环 化 酶 ,后 者 使 cAMP 升 高 后 活化 PKA, 而 PKA 则 是 Raf- 1 的 负 
调节 因子 。 如 PKA 可 使 Raf- 1 N 端的 Ser43 发 生 磷 酸化 引起 酶 结构 改变 ,掩盖 了 Raf- 1 的 Ras 结 
合 域 ,阻止 Ras - GRP 对 Raf- 1 的 激活 。cAMP 尚 可 通过 Raf - 1 Ser621 的 磷酸 化 而 抑制 Raf - 1。 

(4) PKA 也 可 使 受 体 TPK C 端 调节 区 中 的 Ser/Thr 残 基础 酸化 从 而 抑制 受 体 TPK 的 活力 。 

14.6.8.5 cAMP- PKA 通路 PI- PLC- DAG - PKC 通路 和 PKB 之 间 的 对 话 

PKC 可 抑制 V 型 (可 能 还 有 人 和 下 型 ) 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) ;而 CAMP 通路 似乎 有 负 调 节 PI- PLC 
-PKC 通路 的 作用 , 因 有 报导 认为 当 细胞 内 cAMP 浓度 增高 时 ,PI- 4,5 - P, 的 水 解 降 低 , 导 致 DAG 
下 降 和 PKC 活力 降低 。PKA 和 PKC 的 互相 持 抗 还 能 表现 在 基因 调节 水 平 , 因 (1)cAMP 反应 元 件 
(CRE) 结 合 蛋白 (CREB) 既 可 受 PKA 的 催化 亚 基 础 酸化 而 激活 ,又 可 受 PKC 的 磷酸 化 ,后 一 过 程 不 
能 激活 CREB, ,反而 减少 了 PKA 使 CREB 磷酸 化 的 机 会 ,(2) 磷酸 化 CREB 既 可 和 DNA 的 CRE 序列 
结合 ,也 可 和 AP- 1(Fos 和 Jun 的 异 二 聚 体 ) 作 用 的 TPA 反应 元 件 (TRE) 结 合 ,这 样 ,活化 的 CREB 
就 能 和 受 PKC 正 调节 的 AP- 1 竞争 TRE 位 点 ,(3) CREB 可 取代 Fos 和 Jun 形成 异 二 聚 体 , 阻 断 
AP- 1 的 形成 。 

此 外 ,最 近 发 现 cAMP- PKA 可 激活 PKB ,而 PKCY 可 抑制 PKB. PKB 的 上 游 分 子 PL- 3K 也 可 
激活 PKC。 

总 之 ,细胞 信和 号 转 导 的 研究 方兴未艾 ,发展 十 分 迅速 ,很 多 新 的 信号 分 子 .新 的 信号 通路 以 及 它 
们 之 间 的 对 话 还 有 待 于 进一步 发 现 。 
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